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RESUMEN
Spodoptera frugiperda es un insecto migratorio que es considerado una plaga importante en cultivos de maíz,
sorgo, arroz, algodón y pastos en Norte y Sur América. Esta especie está compuesta por dos biotipos, “arroz y
maíz” que son idénticos morfológicamente pero que difieren en características genéticas, fisiológicas y de
asilamiento reproductivo. En estos dos biotipos se han secuenciado los genes del citocromo oxidasa I, II e ITS1
en diferentes poblaciones de Estados Unidos y Brasil. Sin embargo, este tipo de estudios no se ha llevado a
cabo en Colombia. A partir de la secuenciación de un fragmento del gen mitocondrial COI en 40 individuos
para el Tolima y 102 individuos para Colombia, se encontró: 18 haplotipos en Tolima y 43 dentro de
Colombia. Se determinó que existe una mayor frecuencia del haplotipo 1 en los cultivos evaluados tanto para
Tolima como para Colombia, indicando que éste es probablemente el haplotipo blanco dentro de los
programas de monitoreo de esta plaga. Los resultados del AMOVA mostraron que los haplotipos de S.
frugiperda no producen poblaciones genéticamente estructuradas para los cultivos analizados dentro del
departamento de Tolima ((FST = 0.000001, P >0.005). Contrario a esto, si se encontró estructuración genética
para los departamentos colombianos y las poblaciones norteamericanas (FST = 0.76812, P < 0.001). El árbol
de N-J para Tolima tuvo una tendencia a asociar híbridos y biotipos según el origen materno del gen COI. El
árbol para Colombia no generó agrupaciones ni por asociación a planta hospedera ni por áreas geográficas.
Las redes de expansión mínima corroboraron la alta frecuencia del haplotipo 1, encontrada con otro tipo de
análisis. Los resultados de este estudio sugieren que este método de secuenciación es útil para establecerlo en
el sistema de monitoreo de esta especie.
Palabras Clave: gusano cogollero, polimorfismo de ADN, COI.
ABSTRACT
Spodoptera frugiperda is a migratory insect that is considered an important pest in corn, sorghum, rice, grass and
bermuda grass in North and South America. This species has to strains, “rice and corn” that are identical
morphologically but differ in their genetics, physiology and reproductive isolation. In these two strains the
genes cytochrome oxydase I, II and ITS1 have been sequenced in different populations of the United States.
However, this kind of studies has never been carried out in Colombia. By using the sequencing of a fragment
of the mitochondrial COI gene in 40 individuals from Tolima department and 102 from Colombia, 18
haplotypes for Tolima and 43 haplotypes for Colombia were found. It was concluded that there is a greater
frequency of haplotype 1 on the analyzed crops for both, Tolima and Colombia, indicating that this haplotype
probably is the target in the pest monitoring programs. AMOVA results showed no population structure
between haplotypes of S. frugiperda for crops analyzed in Tolima (FST = 0.000001, P> 0.005). However,
population structure between Colombian and North American haplotypes of S. frugiperda was found (FST =
0.76812, P < 0.001). The N-J for Tolima had a tendency to associate hybrids with strains depending on COI
maternal origin. The tree for Colombia did not generate any association by host-plant neither geographical
areas. The minimum spanning networks showed the highest frequency of haplotype 1, which was found by
another kind of analysis. The results of this study suggest that sequencing mtDNA is a useful method to
establish on the monitoring system of this species.
Key Words: fall armyworm, DNA polymorphism, COI.
1. INTRODUCCIÓN
El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), es una plaga agrícola
importante en la mayor parte del hemisferio occidental (López-Edwards et al. 1999). En Colombia, esta
especie es una plaga primaria del maíz (Zea mays) L. y secundaria en el sorgo (Sorghum spp.), algodón (Gossypium
hirsutum) y pastos (García et al. 2002). Del mismo modo, en Estados Unidos, México y Brasil, sus larvas
producen altas pérdidas económicas en estos cultivos, especialmente para el cultivo de maíz  (Nagoshi y
Meagher 2004, Nagoshi et al. 2006, 2007 a y b, al López-Edwards et al. 1999, Busato et al. 2004). La causa de
su amplia distribución en América del Norte, es su gran capacidad de dispersión y su ausencia de diapausa, su
aparición en áreas con inviernos fuertes se debe a la presencia de poblaciones que hibernan y que luego
migran en primavera (Pair et al. 1987). El movimiento de este insecto ha sido estudiado con detalle en
América del Norte, ya que afecta las zonas central y oriental de los Estados Unidos y el sur de Canadá dada su
migración anual desde estos lugares de América del Norte hacia México, Texas y Florida (Luginbill 1928,
Young 1979, Pair et al. 1987, Nagoshi et al. 2007 b). En América del Norte, el estudio del comportamiento
migratorio de esta polilla ha sido estudiado ampliamente  debido a que si las poblaciones del biotipo de maíz
y/o las poblaciones del biotipo de arroz son controladas en los sitios de hibernación (México, Texas y
Florida), se podrían reducir o retrasar las migraciones hacia el norte y, por lo tanto, disminuir su densidad
poblacional en campo (Nagoshi et al. 2007 a, b). Sin embargo, dicho manejo requiere un mayor conocimiento
de la distribución poblacional de cada biotipo en los hábitats principales dentro de la región de hibernación
(Nagoshi y Meagher 2004) y los movimientos de la especie desde América del Norte hasta América Central y
América del Sur. Los movimientos de  este insecto en América Central y América del Sur no se han con
profundidad, debido a la falta de conocimiento de la capacidad de dispersión de esta polilla y, adicionado a
esto, a los pocos estudios sobre la genética de las poblaciones de este insecto, que solo referencian Busato et
al. (2004) en Brasil, Martinelli et al. (2007) y Clark et al. (2007) en Estados Unidos y Argentina. En Colombia,
esta plaga se distribuye en las zonas donde se produce principalmente maíz (García et al. 2002) y se ha
sugerido que en los trópicos, la dispersión de este insecto se produce como respuesta a los cambios
estacionales en la precipitación, la temperatura y las plantaciones agrícolas (Nagoshi et al. 2007 a, b). Sin
embargo, son necesarios más estudios relacionados con el efecto del clima sobre los movimientos de S.
frugiperda, particularmente en  Colombia puesto que ellos permitirían optimizar el manejo integrado del insecto
al prevenir su libre movimiento entre cultivos y departamentos del país. Antes de la década de los 80’s, S.
frugiperda era considerada una sola especie, pero en 1986 Pashley encontró dos biotipos morfológicamente
indistinguibles que fueron identificados con aloenzimas –esterasas principalmente - (Prowell et al. 2004). Un
biotipo, denominado "biotipo de maíz", que se alimenta principalmente de maíz y sorgo, y el otro biotipo
denominado "biotipo de arroz" que se alimenta de arroz y pasto (Pashley 1986). Estos dos biotipos también se
puede identificar con el uso de otros marcadores moleculares tales como PCR-RFLP de ADN mitocondrial y
nuclear (Lu et al. 1992, Levy et al. 2002) y AFLP de ADN nuclear (Prowell et al. 2004). Veenstra et al. (1995)
afirman que la ausencia de diferencias morfológicas entre los dos biotipos podría sugerir una relación muy
cercana y, probablemente, un origen evolutivo reciente. Los dos biotipos han mostrado diferencias
significativas en la preferencia de hospederos, su fisiología, comportamiento de apareamiento y susceptibilidad
a insecticidas (Pashley 1986, 1988a; Pashley y Martin 1987, Pashley et al. 1995, Whitford et al. 1988, Whitford
et al. 1992, Veenstra et al. 1995). Así mismo, hay evidencia de diferencias de comportamiento específicas al
biotipo en la preferencia hacia la planta hospedera para su oviposicion  (Whitford et al. 1988, Pashley et al.
1992) y de aislamiento reproductivo en condiciones de laboratorio a nivel de comportamiento (Pashley y
Martin 1987), temporal (Pashley et al. al 1992) y químico (Groot et al. 2008), y en la naturaleza de tipo
ecológico, demostrando que la especie se encuentra en un periodo de divergencia genética de dos poblaciones
asociadas principalmente al maíz y al arroz (Prowell et al. 2004). Estudios llevados a cabo en Brasil han
identificado los dos biotipos de esta especie con el uso de AFLP’s y ambos biotipos mostraron asociación a
las mismas plantas hospederas que Pashley describió (Pashley 1986), al igual que diferencias fisiológicas, de
desarrollo y susceptibilidad a insecticidas de manera similar a las diferencias que presentan los dos biotipos en
América del Norte (Busato et al. 2004). En Colombia, la presencia de estos biotipos también ha sido
confirmada recientemente para el departamento de Tolima, donde larvas del biotipo de maíz fueron
encontradas principalmente en cultivos de maíz, algodón y sorgo y, las larvas del biotipo de arroz se
encontraron más frecuentemente en cultivos de arroz y en muy bajas proporciones, en cultivos de maíz y
algodón (Vélez-Arango et al. 2008). En Estados Unidos,  Lewter et al. (2006) secuenciaron un fragmento de
608 pares de bases de una región del ADN mitocondrial que incluía nucleótidos del gen citocromo oxidasa I,
RNA de transferencia de la Leucina y del gen citocromo oxidasa II en 71 individuos colectados en Arkansas,
Missisipi, Los Angeles y Florida, para determinar la existencia de variación genética dentro y entre los biotipos
de S. frugiperda y encontraron niveles  significantes de diferenciación genética entre todas las poblaciones de
Arkansas y Florida y entre los estados en los cuales las poblaciones fueron agrupadas. Estos resultados se
deben, probablemente, a que ambos biotipos presentaron diferente número de haplotipos y a su vez porque la
frecuencia de estos haplotipos varió entre estados de este país. Dentro de estos biotipos se encontraron tres
haplotipos dentro del biotipo de maíz (C1, C2 y C3) y cuatro haplotipos dentro del biotipo de arroz (R1, R2,
R3 y R4), siendo los haplotipos C1 y R1 los más frecuentes. Los haplotipos C2 y C3 se presentaron solamente
en Arkansas, el haplotipo R1 y R4 únicamente en Florida y el haplotipo R3 se encontró en Arkansas y Florida.
Posteriormente, Nagoshi et al. (2007 a y b) publicaron dos artículos en los que los autores analizaron un
fragmento de la región COI del ADN mitocondrial teniendo en cuenta poblaciones de Brasil, Texas y Florida.
En 2007 a, Nagoshi et al., analizaron un fragmento de 937 pares de bases del gen COI de 73 individuos
muestreados en cultivos de maiz, sorgo, pasto, amaranto, mijo, algodón y arroz en Florida, Texas y Brasil. Los
autores demostraron que los 28 haplotipos encontrados en Brasil y Estados Unidos mostraban una asociación
a plantas hospederas similar entre los dos países y una variabilidad en la distribución de los haplotipos que
difería entre localidades y estacionalmente; apoyando la idea que el aislamiento geográfico entre estas
poblaciones es el causante de la diferenciación genética y que el uso de plantas hospederas similares puede ser
un carácter ancestral compartido entre ellos (Nagoshi et al. 2007 a). En el mismo año, Nagoshi et al. (2007 b)
analizaron las secuencias de individuos pertenecientes al biotipo de maíz - encontradas en el estudio anterior -
para determinar las variantes haplotípicas dentro del biotipo y poder comparar estos resultados con datos de
poblaciones brasileras para evaluar la existencia de diferencias genéticas y de comportamiento. En el estudio se
encontraron cuatro posibles subgrupos de haplotipos (CS-h1, CS-h2, CS-h3 y CS-h4) que presentaron
diferencias marcadas en sus proporciones entre los dos países, ya que se encontró que el haplotipo CS-h4 era
el más frecuente en Estado Unidos (CS-h4> CS-h2> CS-h1>> CS-h3) y el haplotipo CS-h2 era el más
frecuente en Brasil (CS-h2> CS-h1> CS-h4), en donde el haplotipo CS-h3 no se encontró. Además los
autores determinaron que los haplotipos no presentaron especificidad hacia las plantas hospederas analizadas
(maíz, sorgo, algodón y pastos), como tampoco un efecto de las estaciones en su patrón de distribución, pero
si indicaron que el intercambio genético que pueda existir entre estos dos países es tan limitado que no se
produce homogenización entre las poblaciones de Brasil y Estados Unidos. La variabilidad en las
proporciones y frecuencia de estos haplotipos en cada país, muestran que las poblaciones del biotipo de maíz
tienen comportamientos diferentes en cuanto a su migración,  lo cual es posible que ocurra con las
poblaciones colombianas.
Debido a que la composición, distribución y frecuencia de haplotipos difiere entre Brasil y Estados Unidos y
dado que la secuenciación del gen del citocromo oxidasa I –COI - ha sido útil en la identificación de
haplotipos de S. frugiperda, el propósito de este estudio fue realizar una identificación molecular de los
haplotipos de este insecto en 102 larvas colectadas en cuatro departamentos de Colombia durante 2006 a 2009
en cultivos de maíz, arroz, sorgo, pasto y algodón para comparar estas secuencias con los haplotipos  de
Estados Unidos obtenidos del GenBank con el fin de a) identificar las variantes de haplotipos en Colombia, b)
determinar el nivel de diferenciación genética entre y dentro de estos dos países y c) obtener el polimorfismo
nucleotídico y los estimadores del tamaño efectivo de la población para tratar la relevancia de la secuenciación
de genes del ADN mitocondrial dentro de un sistema de monitoreo de la especie para mejorar el manejo
integrado de plagas, con énfasis en este insecto, en el país.
2. MARCO TEÓRICO Y REVISIÓN DE LITERATURA
2.1. Spodoptera frugiperda como plaga
2.1.1. Distribución
El gusano cogollero, S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuida) es una polilla que cubre la mayor parte del
hemisferio occidental, con una distribución que se extiende desde el sur de Canadá, Florida, Louisiana,
América central, el Caribe – pasando por Colombia, Brasil y Venezuela - hasta llegar al centro de Argentina
(Pashley 1986, Ashley 1986). Según Luginbill (1928), esta especie tiene un origen tropical – subtropical en el
hemisferio occidental. Es un insecto móvil y polífago que presenta preferencia por las gramíneas, tanto
cultivadas como silvestres, dentro de las cuales se han registrado más de 80 especies de plantas de 23 familias
como hospedantes de esta especie (Vélez 1997); que genera pérdidas en la mayoría de cultivos anuales (Ashley
et al. 1987) y en países como Estados Unidos, es responsable por los daños causados en cultivos de maíz,
sorgo y pastos – principalmente - (Sparks 1979, Pashley 1986) y esporádicamente en algodón y caña de azúcar
(Pashley 1988a).
En Sur América, esta polilla es una de las principales plagas de maíz, arroz y algodón (Busato et al. 2004,
Martinelli et al. 2007, Clark et al. 2007).  En Colombia ha sido considerada una de las principales plagas del
maíz (Zea mays L.) y secundaria en sorgo (Sorghum spp.), algodón (Gossypium hirsutum), hierbas y pastos (García
et al. 2002). Su distribución geográfica a través del país es amplia y puede llegar a producir pérdidas hasta del
35% de la producción total en el cultivo de maíz (Torres y Cotes 2005).
S. frugiperda se registró por primera vez en Colombia en 1914 en el departamento de Antioquia (norte) y pocos
años más tarde su distribución geográfica se extendió a los departamentos de Caldas (centro) y Valle del Cauca
(oeste). Las larvas de este insecto se pueden encontrar en 38 cultivos, alimentándose fácilmente de hojas
jóvenes y brotes de la mayoría de las plantas; por esta razón este insecto es llamado "gusano cogollero"
(Bustillo y Posada 1986, García et al. 2002). La variedad de hospederos que tiene esta plaga y su amplia
distribución hace que sus poblaciones sean constantes durante el año (Barfield et al. 1980, García et al. 2002,
Torres y Cotes 2005).
2.1.2. Biología
El ciclo biológico  de este insecto tiene una duración aproximada de 30 días y durante un año se pueden tener
cerca de 12 generaciones. La hembra oviposita entre 800 y 1000 huevos, los cuales son depositados en el
envés de la primera hoja de la planta hospedera; cuando emergen, las larvas se alimentan del follaje para poder
pasar por sus seis instares larvales y un estado final de pupa (Caminera 2000, Sparks 1979). Los adultos de la
especie se caracterizan por tener hábitos nocturnos con un aumento de su actividad en horas de la tarde
(Sparks 1979).
La primera generación de la plaga en algunas especies cultivadas – como en maíz y sorgo - se presenta
inmediatamente después de la emergencia de las plántulas y continúa durante la cosecha; las mayores
densidades poblaciones se registran en la etapa de floración con dos o tres generaciones que sobrepasan los
niveles de daño económico (Álvarez y García 1995, García et al. 2002).
2.1.3. Control
El control de este insecto se ha realizado básicamente con insecticidas y, el incremento en el uso progresivo de
los compuestos químicos ha generado resistencia sobre el genotipo de esta polilla aumentando sus densidades
poblacionales (Pitre 1980). Se ha encontrado que S. frugiperda presenta resistencia a insecticidas que tienen
como base compuestos como el DDT, ciclodienos, órganofosforados, carbamatos y piretroides en países
como Estados Unidos, México Jamaica y Honduras (Morillo y Notz 2001, Pitre 1980). Además de la
resistencia a compuestos químicos, es de importancia indicar que en países como Estados Unidos, los biotipos
han mostrado diferentes comportamientos de resistencia a la endotoxina del Bacillus thuringensis Cry1Ac y a
diferentes insecticidas (Adamczyk et al. 1997).
El manejo de esta polilla debe incluir un amplio conocimiento de las herramientas disponibles para minimizar
satisfactoriamente las densidades poblacionales de este insecto; dentro de éstas herramientas se encuentra el
control mecánico, en donde se recomienda realizar preparaciones adecuadas del terreno, selección apropiada
de la semilla, un manejo conveniente de las malezas, destrucción de las socas de plantas hospederas, rotación
de cultivos, y de ser posible, el uso de variedades tolerantes (Vélez 1997).
Los continuos esfuerzos para mejorar el control de la plaga, han aumentado el entendimiento de la biología y
ecología del insecto, su comportamiento alimenticio, patrones de migración, diversidad de biotipos,
distribución geográfica, fluctuaciones poblacionales y resistencia a insecticidas y a cultivos transgénicos
(Meagher y Gallo-Meagher 2003, Nagoshi y Meagher 2004). Así mismo, ha aumentado el conocimiento de la
ecología de algunos controladores biológicos naturales que pueden tener un efecto depredador o parasítico
sobre S. frugiperda (Ashley 1979). Algunos de los géneros de insectos reportados como controladores de esta
polilla en los diferentes estados de desarrollo pertenecen a las familias Braconidae (Ashley et al. 1987, Medina
et al. 1988), Scelionidae (Álvarez y García 1995), Trichogrammatidae, Ichenumonidae, Vespidae y
Coccinellidae, (Vélez 1997), algunos nemátodos de la familia Mermithidae (Vélez 1997 y dos cepas de la
bacteria Bacillus thuringiensis (Agudelo-Silva 1986, Gardner et al. 1984, Vélez 1997).
2.2. Biotipos y haplotipos de Spodoptera frugiperda
2.2.1. Biotipos y haplotipos
Dentro de las categorías taxonómicas de las poblaciones que  presentan un proceso de especiación, se pueden
encontrar una gran variedad de términos utilizados por diferentes autores tales como biotipos, razas
hospederas y especies (Diehl y Bush 1984, Pashley 1986, Drès y Mallet 2002, Coyne y Orr 2004). Drès y
Mallet (2002) usan el término biotipo para referirse a una población con alguna diferenciación genética o
fenotípica con respecto a otra población, la cual está en el mismo rango polimórfico de lo que
taxonómicamente se define como especie. Los autores encuentran que esta diferenciación genética implica la
diferenciación en genes de uno o dos marcadores moleculares y no es tan evidente si se compara con la
diferenciación genética en las razas hospederas, las cuales se diferencian en una gran cantidad de genes
nucleares y mitocondriales. Además los autores aclaran que la asociación a hospedero no es tan específica ya
que la población - que se encuentra en el proceso de diferenciación genética - puede tener más de un
hospedero y a su vez, los biotipos no presentan un aislamiento reproductivo tan marcado como las razas
asociadas a hospederos (Drès y Mallet 2002). Adicionalmente, Diehl y Bush (1984) definieron cinco categorías
en las que un biotipo puede ser clasificado: fenocopias o ecomorfos no genéticos (cuando el mismo genotipo
produce fenotipos diferentes bajo diferentes condiciones ambientales), polimorfismos genéticos (fenotipos
discontinuos entre individuos con entrecruzamiento libre y que son el resultado de la variación alélica de una
frecuencia más alta que no puede ser mantenida por mutación recurrente), razas geográficas (organismos
similares en morfología, ecología o comportamiento los cuales comparten el mismo hábitat pero se
encuentran en diferentes localidades), razas hospederas (población de especies que - reproductivamente -
están parcialmente aisladas de otras poblaciones como consecuencia de la adaptación a un hospedero
específico) y especies. Los organismos pueden ser clasificados en alguno de estos grupos, debido a que se
encuentran en diferentes estados de divergencia evolutiva (Diehl y Bush 1984), tal como es el caso de S.
frugiperda. Este insecto ha sido definido como “biotipo” por Pashley (1986) pero ubicado dentro del concepto
de “raza hospedera” por Drès y Mallet (2002) dado que, las poblaciones divergentes de maíz y arroz de este
insecto presentan barreras de aislamiento pre y postcigóticas (acorde a la definición de raza hospedera) pero la
asociación a hospederos no es específica (acorde a la definición de biotipo), ya que el insecto puede tener más
de un hospedero. Es importante mencionar que, aunque el insecto tenga características de una raza hospedera,
el hecho de poseer más de un hospedero puede permitir que en este trabajo S. frugiperda sea categorizado
como biotipo.
Dentro de los biotipos se pueden encontrar diferencias a nivel molecular que generan haplotipos (Lewter et al.
2006, Nagoshi et al. 2007 a y b). Un “haplotipo” es definido básicamente como una única forma genética que
difiere de cualquier otra forma por variaciones en las posiciones individuales (al menos en un nucleótido) en
una secuencia de ADN (Templeton 2006). Un biotipo de S. frugiperda puede presentar muchos haplotipos a
nivel nuclear y mitocondrial y en este trabajo se decidió trabajar con secuencias de ADN mitocondrial, porque
este tipo de ADN no sufre recombinación y por lo tanto, la identificación de un haplotipo es única para cada
uno de los polimorfismos genéticos posibles que se pueden generar para fragmento analizado (Hartl y Clark
1997). Por ello,  la presencia de un haplotipo en uno o varios cultivos y localidades determinadas, indicaría que
la población migró de un lugar a otro, tal como lo encontraron Nagoshi et al. (2007 a y b) en Estados Unidos
y Brasil y como se evaluó en el presente trabajo por medio de la secuenciación de un fragmento del gen COI
de larvas colectadas en cultivos de maíz, arroz, algodón, pasto y sorgo en los departamentos de Antioquia,
Córdoba, Meta, Tolima, Valle del Cauca.
2.2.2. Fisiología de los biotipos de Spodoptera frugiperda
Dos biotipos, simpátricos o parapátricos, han sido identificados por sus preferencias de planta hospedera
(Pashley 1986). El biotipo de arroz se ha asociado con arroz y pastos, mientras que el biotipo maíz predomina
en maíz y algodón (McMichael y Prowell 1999). Los dos biotipos son casi idénticos morfológicamente;
difieren en características tales como tasas de desarrollo, peso y sobrevivencia de larvas y pupas, entre otras
(Pashley 1988a, Quisenberry y Whitford 1988, Whitford et al. 1988, Whitford et al. 1992).
El desarrollo de los individuos del biotipo de arroz es especialmente sensible al tipo de planta huésped
(Pashley 1988a) debido, posiblemente, a la menor actividad de la enzima oxidasa en comparación con el
biotipo de maíz (Veenstra et al. 1995).  Además, hay evidencia de especificidad de planta hospedera para la
oviposición (Whitford et al. 1988, Pashley et al. 1992) y un aparente aislamiento reproductivo en condiciones
de laboratorio. Desde este punto de vista, Pashley y Martin (1987), observaron que cuando las hembras del
biotipo maíz se cruzaban con machos del biotipo arroz, no se producía progenie y los espermatóforos  no se
transferían. Sin embargo y en contraste estos hallazgos, Whitford et al. (1988) obtuvieron una descendencia
fértil en laboratorio en los cruces de ambos biotipos. Las diferencias en los resultados obtenidos por estos
autores podría radicar en la edad de las colonias utilizadas en sus experimentos o en el origen geográfico de las
muestras, pues Pashley y Martin (1987) trabajaron con muestras de Louisiana y Whitford et al. (1988) al
realizar sus experimentos con poblaciones de Georgia y Mississippi.
2.2.3. Diferencias en la distribución
Dentro de algunos de los factores que pueden estar afectando los patrones anuales de distribución y las
densidades poblacionales de este insecto se encuentran los factores físicos ambientales, disponibilidad de
plantas hospederas y mortalidad natural, entre otros (Ashley 1986). En los Estados Unidos, los biotipos de S.
frugiperda se han detectado en las regiones donde no es probable sobrevivir por el invierno, debido a que estos
insectos tienen la capacidad de migrar desde el norte del país a Florida durante la estación fría (Sparks 1979,
Wiseman y Davis 1979, Ashley 1986, Nagoshi y Meagher 2004). Estudios anteriores llevados a cabo en
Louisiana por Pashley (1988b) han demostrado que el biotipo de maíz se detectó por primera vez en
primavera y alcanzó un máximo densidad poblacional a principios y mediados del verano, coincidiendo con la
maduración de la cosecha local de maíz. En contraste, la población del biotipo de arroz no muestra una
densidad poblacional considerable sino hasta finales de verano, un período en que la población del biotipo de
maíz está casi ausente (Pashley et al. 1992). Con base en estos resultados, los autores afirmaron que el tiempo
y/o magnitud de la migración de este insecto puede ser diferencial entre los biotipos. Contrario a estos
resultados, Nagoshi y Meagher (2004), encontraron que los dos biotipos tuvieron la misma disminución en la
densidad poblacional de julio a octubre; sin embargo también encontraron que la diminución poblacional del
biotipo de arroz comienza antes que la disminución poblacional del biotipo de maíz. Los autores consideran
que esta disminución de la población de los biotipos podría deberse a algo más general del ambiente o
condiciones biológicas, más que a la coordinación entre planta huésped y los ciclos de vida de los biotipos de
S. frugiperda. De hecho, Pair et al. (1987), observaron que los cambios en las densidades poblacionales del
insecto varían dependiendo la calidad y cantidad de plantas hospederas, lo cual depende del efecto del ciclo
estacional húmedo – seco del ambiente en el que se realizó el estudio, más que de una interacción entre el
insecto y sus plantas hospederas (Pair et al. 1987).
Los resultados de estudios llevados a cabo por diferentes autores acerca de las diferencias en la dispersión del
insecto, pueden sugerir dos aspectos a tener en cuenta: a) que la divergencia genética entre los dos biotipos
precedió el movimiento de S. frugiperda al Norte y el Sur de América o b) que existe una considerable
interacción entre estas poblaciones geográficamente distantes a través de los grandes movimientos de
dispersión. Estudios genéticos previos han apoyado esta última idea, indicando la presencia de algún
movimiento entre las poblaciones de la región del Caribe y América del Norte (Pashley 1986, Nagoshi et al.
2007 b, Nagoshi et al. 2008). Por otro lado, las evidencias de diferencias fisiológicas entre las poblaciones de
los biotipos en diferentes zonas, son consistentes con el aislamiento reproductivo causado por la separación
geográfica y los estudios que comparan la susceptibilidad a insecticidas han demostrado que las poblaciones de
S. frugiperda pueden llegar a diferenciarse. Tal es el caso del estudio realizado por Young (1979), en donde las
poblaciones del lado este del río Mississippi son significativamente diferentes a las poblaciones que se
encuentran en el lado occidental del río, como resultado de la presión de selección por el uso de compuestos
químicos.
2.2.4. Diferencias moleculares en los biotipos
Aunque se puedan encontrar diferencias a nivel fisiológico o reproductivo dentro de los biotipos, las
similitudes en características a nivel morfológico hacen imposible su separación (Nagoshi y Meagher 2003 a y
b). Sin embargo, los dos biotipos difieren en varias características a nivel molecular que permiten su
diferenciación de manera rápida y efectiva. Dentro de estas características, se pueden incluir las variaciones en
aloenzimas electroforéticas, en particular las esterasas (Pashley 1986), polimorfismos de ADN mitocondrial
(Lu y Adang 1996, Levy et al. 2002, Meagher y Gallo-Meagher 2003, Nagoshi y Meaguer 2004, Meagher y
Nagoshi 2004, Nagoshi et al. 2006, Nagoshi et al. 2007a, 2007b), RFLP’s (Lu et al. 1992), AFLP’s (McMichael
y Prowell 1999) y las diferencias en las secuencias de ADN repetitivo (Lu et al. 1994).
En la región central de Colombia (Tolima), se han utilizado dos marcadores genéticos para distinguir los dos
biotipos (Vélez-Arango et al. 2008). El primero de los marcadores diagnóstico está determinado por un patrón
de ADN mitocondrial generado por la digestión de la enzima MspI, la cual presenta diferencias fácilmente
observables en el tamaño molecular de los fragmentos que forman los dos biotipos, comportándose como un
indicador consistente en la identidad de los biotipos. Los autores determinaron que esta identidad se presenta
cuando, después de la digestión sobre el ADN mitocondrial, con la enzima MspI se generan dos posibles
resultados: una sola banda de 569 pb, indicando la ausencia de cortes enzimáticos sobre el fragmento del gen
mitocondrial, lo cual es característica típica del biotipo de arroz, o la visualización de dos bandas de 497 pb y
72 pb, indicando la acción enzimática sobre el fragmento producida por la digestión de la enzima MspI, lo cual
es exclusivo del biotipo de maíz (Levy et al. 2002, Nagoshi y Meagher 2003 a y b, Vélez-Arango et al. 2008).
El segundo marcador específico de biotipos es una secuencia repetida de ADN nuclear, denominado FR (Fall
Armyworm Rice Strain). La secuencia FR de 189 pb es abundante en las hembras del biotipo arroz y está
organizada en tándem; en los machos de este biotipo aunque se encuentra presente, hay una disminución de
cerca de 120 copias de esta unidad. Este marcador está presente en el biotipo de arroz y poco frecuente en el
biotipo de maíz, produciendo entre 0 y 3 bandas, lo que indica la ausencia de grandes grupos de este tándem
en este biotipo (Nagoshi y Meagher 2003 a). Respecto a la abundancia de la región FR, Vélez-Arango (2009)
comprobó que la presencia de ésta en machos y hembras de S. frugiperda fue igual para los dos sexos,
demostrando que este gen no se comporta como un gen ligado al cromosoma X.
Los datos de la identificación de los biotipos en Colombia obtenidos por Vélez-Arango (2009), han
demostrado que los individuos del biotipo de maíz se encuentran más abundantemente en maíz, algodón y
sorgo, mientras que los individuos del biotipo de arroz son encontrados más frecuentemente en los cultivos
de arroz, seguido por el cultivo de maíz, algodón y sorgo, pero en proporciones muy bajas. Así mismo, la
autora encontró que la combinación del marcador mitocondrial (COI) y el marcador nuclear (FR) es útil para
la identificación de los híbridos que generan estos dos biotipos. El análisis puede evidenciar híbridos tipo
positivo-positivo (++) cuando se generan productos de digestión con la enzima MspI en el gen mitocondrial y
además, presenta amplificaciones mayores a 500 bp con los cebadores de la región FR o puede evidenciar
híbridos tipo negativo-negativo (- -) cuando no se presenta digestión con la enzima MspI a nivel mitocondrial y
los productos de amplificación son menores a 500 pb con los cebadores de la región FR (Vélez-Arango et al.
2008, Vélez-Arango 2009). Estos resultados corroboran lo encontrado por Nagoshi y Meagher (2003 a y b),
quienes hallaron este tipo de hibridación al realizar cruces en laboratorio de hembras del biotipo de maíz con
machos del biotipo de arroz y viceversa, obteniendo una progenie F1 y F2 que fue genotipificada con la
enzima MspI y la región nuclear FR. Además de la presencia de híbridos de S. frugiperda en el Tolima, Vélez-
Arango et al. (2008), pudieron determinar que no existen diferencias de la distribución de éstos híbridos
respecto a la planta hospedera, ya que aparentemente los hembras híbridas no tienen ninguna preferencia por
algún hospedero en particular al momento de la oviposición, sugiriendo fuertes comportamientos
preferenciales de hembras de biotipos puros en comparación con las hembra híbridas o a una diferencia de
supervivencia de las larvas de cada biotipo al estar en la planta huésped incorrecta  (Vélez-Arango et al. 2008).
2.2.5. Haplotipos de Spodoptera frugiperda
Los estudios realizados para encontrar y analizar los patrones de distribución de haplotipos de S. frugiperda han
sido realizados mediante secuencias de genes mitocondriales (COI, COII, ND1) y nucleares (ITS-1) (Lewter et
al. 2006, Nagoshi et al. 2006, Nagoshi et al. 2007 a y b, Nagoshi et al. 2008). Lewter et al. (2006), trabajaron
con 71 individuos de poblaciones diferentes de Estados Unidos (Arkansas, Florida, Los Angeles y Mississipi),
y analizaron las secuencias de un fragmento de 608 pb que incluía 222 pb del gen mitocondrial COI, 66 pb del
tRNA-leu y 318 pb del gen mitocondrial COII. Los autores encontraron siete haplotipos (con números de
acceso a GenBank AY714298, AY714299, AY714300, AY714301, AY714302, AY714303, AY714304), tres
haplotipos dentro del biotipo de maíz (C1, C2 y C3) y cuatro haplotipos del biotipo de arroz (R1, R2, R3 y R4)
y encontraron nueve sitios variables entre estos. Los haplotipos C1 y R1 fueron los más comunes en todas las
poblaciones donde cada biotipo del insecto fue muestreado. Los haplotipos C2 y C3 solo se encontraron en
Arkansas, los haplotipos R1 y R4 fueron únicos de la Florida y el haplotipo R3 se presento en Arkansas y
Florida. En este trabajo, los autores encontraron que las poblaciones de biotipos de Arkansas y Florida
estaban estructuradas genéticamente (ΘST = 0.493, P < 0.001) y que al agrupar las poblaciones para determinar
la diferenciación entre estados también se encuentra una estructuración genética (ΘCT = 0.387, P < 0.005),
debido a que los biotipos presentaron diferente número de haplotipos y a que su frecuencia varió entre los
diferentes estados evaluados de este país. En el 2007, Nagoshi et al., estudiaron el gen mitocondrial COI para
identificar y comparar los haplotipos presentes en Brasil con aquellos encontrados en Texas y Florida para
determinar si los haplotipos presentes en Brasil mostraban tendencias comparables en la distribución de la
planta hospedera respecto a los haplotipos de los dos biotipos presentes en Estados Unidos. En este estudio,
los autores identificaron y compararon 73 secuencias de un fragmento del gen COI de 937 pb en poblaciones
de Texas, Florida y Brasil; estas secuencias fueron dividas en dos grupos asociados con los biotipos que fueron
definidos por 19 polimorfismos nucleotídicos (171 (C/T), 207 (A/T), 258 (T/C), 489 (C/T), 564 (C/T), 570
(T/C), 600 (T/C), 634 (C/T), 663 (A/T), 738 (G/A), 759 (C/T), 768 (T/C), 816 (T/C), 823 (T/C), 912
(T/C), 987 /C/T), 1044 (A/T). Además, los autores encontraron 24 sitios adicionales que no fueron
específicos para los biotipos pero que -en combinación con las variaciones de los sitios específicos de los
biotipos- permitieron la identificación de 28 haplotipos diferentes: 14 en el biotipo de arroz (CS1 a CS14) y
14 en el biotipo de maíz (RS1 a RS14) dentro de los cuales se encontró variabilidad en la distribución entre las
localidades, sin embargo, los haplotipos CS1 y RS1 fueron los más frecuentes dentro de cada biotipo. Para el
biotipo de arroz, el haplotipo RS-1 estuvo presente en las tres localidades, el haplotipo RS-2 se encontró en
Texas y Brasil, los haplotipos RS-3 a RS-8 fueron únicos para Florida, el haplotipo RS-9 fue único para Texas
y los haplotipos RS-10 a RS-14 fueron únicos para Brasil. Por otro lado, para el biotipo de maíz, el haplotipo
CS-1 estuvo presente en las tres localidades, los haplotipos CS-2 y CS-3 se presentaron en Texas y Brasil, los
haplotipos CS-4 a CS-6 fueron únicos de Florida, los haplotipos CS-7 y CS-8 se encontraron en Texas y los
haplotipos CS-9 a CS-14 fueron únicos de Brasil. Cabe mencionar que la mayoría de los haplotipos estuvieron
representados por un sólo espécimen (22 de 28 haplotipos). En este trabajo los autores concluyeron que las
diferencias genéticas presentadas entre Brasil y Estados Unidos se deben a un aislamiento geográfico entre
estos dos países. Este aislamiento esta soportado por la existencia de polimorfismo genéticos específicos de las
localidades, en donde el sitio 633 está presente en 1/3 de la población del biotipo de arroz de la Florida y
ausente en Brasil y Texas y los sitios 666 y 717 fueron encontrados en 2/9 y  1/3, respectivamente, dentro del
biotipo de maíz, únicamente en Texas. El mismo año, Nagoshi et al. (2007 b) analizaron las secuencias de
individuos pertenecientes al biotipo de maíz - encontradas en el estudio anterior (Nagoshi et al. 2007 a) - para
determinar las variantes haplotípicas dentro de este biotipo y poder comparar los resultados con datos de
poblaciones brasileras para evaluar la existencia de diferencias genéticas y de comportamiento. En este
estudio, los autores localizaron siete sitios específicos adicionales, dentro de los cuales cinco estuvieron en un
99% fijos en cada biotipo (1125, 1176, 1182, 1197 y 1216) el polimorfismo nucleotídico estuvo fijo >99%,
convirtiéndolos en marcadores diagnóstico útiles en la identificación de los biotipos. De estos cinco sitios, los
autores resaltan la importancia del polimorfismo encontrado en el sitio 1182, resultante como sitio de
restricción de la enzima EcoRV y que está presente en el biotipo arroz y ausente en el biotipo de maíz, ya que
permitiría la identificación de los biotipos sin secuenciar el ADN. Los otros dos sitios estuvieron fijos en el
biotipo de arroz y mostraron un alto polimorfismo dentro del biotipo de maíz. En el sitio 1164, todas las
muestras del biotipo arroz tenían timina, las muestras del biotipo maíz de Florida tenían guanina o adenina y
las de Brasil tenían adenina. En el sitio 1287, todas las muestras del biotipo de maíz de Florida tenia guanina y
todas las de Brasil tenían adenina. Debido al polimorfismo encontrado en este sitio, se generaron cuatro
posibles subgrupos de haplotipos dentro del biotipo de maíz: CS-h1 (A en el sitio 1164 y A en el sitio 1287),
CS-h2 (A en el sitio 1164 y G en el sitio 1287), CS-h3 (G en el sitio 1164 y A en el sitio 1287) y CS-h4 (G en el
sitio 1164 y G en el sitio 1287). Los autores encontraron que estos haplotipos presentaron diferencias
marcadas en sus proporciones entre los dos países, ya que el haplotipo CS-h4 era el más frecuente en Estado
Unidos (CS-h4> CS-h2> CS-h1>> CS-h3) y el haplotipo CS-h2 era el más frecuente en Brasil, en donde el
haplotipo CS-h3 no se encontró (CS-h2> CS-h1> CS-h4). Además los autores determinaron que los patrones
de distribución de los haplotipos no se ven afectados por la especificidad hacia las plantas hospederas (maíz,
sorgo, algodón y pastos), como tampoco por las estaciones en las que son muestreados los individuos; sin
embargo si indicaron que el intercambio genético que pueda existir entre estos dos países es tan limitado que
no se produce homogenización entre las poblaciones de Brasil y Estados Unidos, debido a las distancias
geográficas que separan las poblaciones y a posibles diferencias en las feromonas que son utilizadas para el
apareamiento (Nagoshi et al. 2007 b).
A través de este tipo de análisis, Nagoshi et al. (2007 a, b) afirman que es posible realizar estudios más precisos
y detallados de la distribución de los haplotipos de este insecto en diferentes países en donde se presente S.
frugiperda como plaga  y por lo tanto analizar su comportamiento de migración. Además como la variabilidad
en las proporciones y frecuencia de los haplotipos dentro de los biotipos, es mediada por aislamiento
geográfico entre los países, es importante establecer cuál es la frecuencia y distribución de estos haplotipos en
nuestro país para determinar si existen diferencias a nivel de comportamiento y/o genéticas entre Colombia y
Estados Unidos.
2.3. ADN mitocondrial y su evolución
El ADN mitocondrial es un material genético circular cerrado de doble cadena que se localiza en el interior de
las mitocondrias celulares. Este genoma es de aproximadamente 15 000 a 17 000 pares de bases y codifica una
pequeña fracción de las proteínas mitocondriales (Ballard y Whitlock 2004). Las proteínas restantes del ADN
mitocondrial son codificadas por el ADN nuclear (nADN). Las dos cadenas del ADN mitocondrial reciben el
nombre de cadena L (ligera o  light) y cadena H (pesada o  heavy) atendiendo a su coeficiente de
sedimentación. La mayor parte de las secuencias codificantes (28 genes) se encuentran en la cadena H. Estas
secuencias se distribuyen en esta cadena de forma muy compactada, llegando incluso a solaparse. El ADN
mitocondrial contiene información de 38 genes: 2rRNA (12S y 16S), 22tRNA y 13 genes estructurales, los
cuales codifican diferentes subunidades de los complejos enzimáticos del sistema de fosforilación oxidativa: a)
Tres subunidades de la citocromo c-oxidasa (COI, II y III) (Complejo IV); b) Una subunidad de la citocromo b
(cyt b) óxido-reductasa (complejo III); c) Siete subunidades ND (1, 2, 3, 4, 4L, 5 y 6) del complejo NADH
deshidrogenasa (Complejo I) y d) 2 subunidades (6 y 8) del complejo ATP sintetasa (Complejo V) (Fig. 1)
(Ballard y Whitlock 2004, Freeland 2005).
Fig. 1. Organización de genes del ADN mitocondrial. Las bandas representan 22 RNAs de transferencia. (Tomado de
Freeland 2005).
El ADN mitocondrial se transmite – en la mayoría de animales - de forma no mendeliana por línea materna.
Aunque machos y hembras lo tienen, son únicamente las hembras quienes lo transmiten a la descendencia
(Hurst y Jiggins 2005) y por eso este tipo de ADN no sufre recombinación, convirtiéndola en una molécula
ideal para analizar filogenias, ya que permite analizar relaciones ancestro-descendiente en las cuales se evalúan
similitudes genéticas entre taxa ancestrales y descendientes, debido a que éstos últimos han sufrido de
mutaciones neutrales (Hartl y Clark 1997) que pueden ser evaluadas a través de la coalescencia (Freeland 2005)
Es importante recalcar que, por su herencia materna, este ADN provee la mitad de la información genética de
una población y por lo tanto no se ajusta a los modelos sobre estructura genética de poblaciones dados por
Wright, ya que éste analiza genes nucleares y asume poblaciones naturales diploides (2N) (Hartl y Clark 1997,
Freeland 2005). Sin embargo, es un tipo de ADN muy útil para evaluar efectos sobre el tamaño efectivo de
una población ya que al tener la mitad del tamaño efectivo del ADN nuclear, su tamaño puede ser más
fácilmente afectado por procesos naturales como los efectos de fragmentación ya que es relativamente más
sensible a efectos demográficos - como los cuellos de botella, aun cuando la población resulte con menos
sobrevivientes – por ende menos haplotipos mitocondriales - tiene la facilidad de recuperarse rápidamente, lo
que permite obtener respuestas sobre la población a menor plazo (Freeland 2005). Además del papel que
desempeña el genoma mitocondrial en la producción de energía celular, su tasa de evolución es mucho más
rápida – hasta 10 veces– que la del genoma nuclear (Ballard y Whitlock 2004, Hurst y Jiggins 2005). Esta
característica de rápida evolución sumada a la herencia materna, recombinación limitada y gran robustez,
hacen que el ADN mitocondrial sea un marcador ideal para la solución de muchas preguntas a nivel de
especie (Avise et al. 1987). Adicionalmente, posee una característica importante para realizar diferentes
deducciones: neutralidad. Las inferencias realizadas a partir de los estudios de ADN mitocondrial parten del
supuesto de que este ADN sigue un modelo de evolución neutral. Este tipo de modelo postula que la mayor
parte de las mutaciones son selectivamente neutras y su fijación se produce aleatoriamente por deriva genética.
Las mutaciones neutras son mantenidas en una población mediante el equilibrio entre mutación y deriva, de
manera que el polimorfismo en una población es el estado intermedio previo a la fijación. Por ende, bajo
condiciones neutras la cantidad de polimorfismo de una población es directamente proporcional al producto
del tamaño efectivo de la población por la tasa de mutación (Ballard y Whitlock 2004).
Por otra parte, existen algunos inconvenientes que se deben tener en cuenta al trabajar con ADN
mitocondrial, entre ellos la integración de este tipo de ADN con el genoma nuclear, donde evolucionan como
pseudogenes nucleares o numts (Nuclear mitochondrial DNA-like sequences) a un ritmo más lento que sus
homólogos mitocondriales (Willams y Knowlton 2001, Ballard y Whitlock 2004). Aunque estos fragmentos se
han descrito en varios organismos, aun no se tiene la certeza del mecanismo mediante el cual se producen
estas inserciones, así como las consecuencias de las mismas. Sin embargo, son de importancia debido a que la
presencia de estos fragmentos dificulta la amplificación de secuencias exclusivamente mitocondriales y por
ende las conclusiones pueden ser descritas de manera errónea (Ballard y Whitlock 2004, Frézal y Leblois
2008).
A nivel de polimorfismos mitocondriales, los cuales son en su mayoría sustituciones puntuales, es importante
resaltar que la determinación de este polimorfismo que permite determinar diferentes haplotipos dentro de
una población, debería realizarse a partir del genoma completo mitocondrial. Sin embargo, a nivel de la
población, estos enfoques no resultan prácticos debido al elevado número de muestras que puedan existir y a
la presencia de regiones del ADN mitocondrial con poca variabilidad. Por tanto, es de utilidad definir los
haplotipos mitocondriales mediante el estudio de las regiones más variables – y por tanto más informativas–
en un número elevado de individuos (Avise et al. 1987).
2.4. Gen citocromo oxidasa I – COI - como marcador molecular
Dentro de las subunidades del ADN mitocondrial, el gen citocromo oxidasa I (COI), posee varias características
que lo convierten en uno de los mejores marcadores moleculares disponibles para estudios relacionados con la
evolución (Avise et al. 1987). Dentro de éstas, se encuentra su tamaño y estructura, las cuales son
características conservadas en la mayoría de organismos que se han estudiado (Saraste 1990); la longuitud del
gen que se presenta como la mayor dentro de las tres subunidades del citocromo oxidasa, que permite amplificar
y secuenciar muchos más caracteres o nucleótidos; la presencia de extremos altamente conservados que
permite el uso de cebadores universales para generar comparaciones y conclusiones robustas en diferentes
tipos de análisis (Folmer et al. 1994, Zhang y Hewitt 1997). Además de lo anterior, el gen COI posee un rango
amplio de señales filogenéticas, particularmente en la tercera posición de las tripletas de codones, lo que
genera que la tasa de evolución molecular sea casi tres veces mayor comparada con otros genes tales como
12S o 16S  tal que permite la discriminación no solo de especies cercanamente relacionada, sino además de
grupos filogeográficos dentro de una misma especie (Knowlton y Weigth 1998). Así mismo,  al poseer una
tasa de mutación más rápida, comparada con otros genes mitocondriales tales como el ND4 (Freeland 2005),
permite el análisis de polimorfismos nucleotídicos dentro de una misma especie a diferencia del ND4 que es
utilizado para analizar diferencias nucleotídicas a nivel de género o familia. Por estas razones, este gen es
usado en esta investigación, en donde el objetivo es encontrar las variantes haplotípicas de S. frugiperda.
2.5. Análisis de migración, dispersión y flujo genético
La migración es el movimiento de poblaciones de una localidad a otra, lo cual muchas veces implica que exista
flujo genético entre los individuos migrantes y los individuos locales. La dispersión, es simplemente, una
medida del movimiento de individuos en la naturaleza y se puede determinar también por medio del uso de
métodos de marcaje –recaptura. Ambas son medidas diferentes del movimiento de individuos entre
localidades, ya que el primero implica toda una población, y el real flujo de genes, mientras que el segundo,
mide la capacidad que tiene un individuo en desplazarse (Mallet 2001).
Por otro lado, el flujo genético hace referencia al flujo de genes entre poblaciones, y ha sido determinado por
Wright a partir de los estadísticos F, particularmente de una relación entre el número de migrantes y el FST, el
cual para los genes nucleares se calcula como:
FST = 1/ 1+4Nm,
donde Nm es el número de migrantes (Wright 1951, Hartl y Clark 1997). Para los genes mitocondriales,
Hudson et al. (1992), definieron éste estadístico como:
FST = 1/ 1+2Nm
La migración se pude analizar con estudios de movimientos poblacionales en individuos, que muchas veces se
ven marcados por las estaciones, tal y como se presenta en algunos insectos como la mariposa monarca
Danaus plexipus arippus (Lepidoptera: Danaidae), la cual se mueven desde Canadá y Estados Unidos hacia
México (Masters et al. 1988). Por ello se analiza la dispersión como una medida directa del movimiento de un
individuo, mientras que el flujo genético, es una medida indirecta de la capacidad que tienen los individuos de
desplazarse y producir progenie (Mallet 2001). Cabe notar que en este trabajo cuando se discute sobre a la
migración de S. frugiperda, en realidad se hace referencia al flujo genético entre sus poblaciones.
2.6. Principios de análisis y métodos de secuencias de ADN
Debido a que las secuencias de ADN presentan diferentes tipos de sustitución nucleotídica, los modelos de
este tipo de sustitución son utilizados en muchos análisis para describir diferentes probabilidades de cambios
entre una base nucleotídica y otra (Posada y Crandall, 2001). Por esto, es importante el uso de pruebas
estadísticas para determinar el mejor modelo que se ajuste a un grupo de secuencias particular (Posada y
Crandall, 2001). Una de estas pruebas para la selección de un modelo es la comparación simultánea de todos
los modelos posibles a través de dos criterios importantes: el criterio de información Akaike (AIC) y el criterio
de información  Bayesiano (BIC) (Posada y Crandall, 2001).
El criterio de información Akaike es una medida de bondad de ajuste de un modelo estadístico estimado y se
basa en el concepto de entropía. Este ofrece una medida relativa de la pérdida de información cuando un
modelo se utiliza para describir la realidad, se puede decir que genera un equilibrio entre el sesgo y la varianza
de la construcción del modelo. La metodología de este criterio trata de encontrar el modelo que mejor se
ajuste a un grupo de datos con un mínimo de parámetros libres; este será aquel  que tenga el menor valor de
AIC (Akaike 1974).
El criterio AIC se define como:
AIC = 2k – 2 ln (L),
donde k es el número de parámetros en el modelo estadístico y L es el valor maximizado de la función de
verosimilitud para el modelo estimado (Akaike 1974).
El criterio de información Bayesiano, también es un criterio para la selección AIC y de igual manera, cuando el
número de parámetros que se tienen en cuenta se aumenta, la probabilidad también aumenta. A diferencia
entre los dos criterios radica en el valor de penalización que se le da al modelo cuando tienen muchos
parámetros es mayor en el criterio Bayesiano (Schwarz1978).
El criterio BIC es:
­ 2 * ln p (x|k)  BIC = ­ 2 * ln L + k ln (n),
donde x son los datos observados; n es el número de puntos de datos en x, el número de observaciones, o el
tamaño de la muestra; k es el número de parámetros libres a estimar; p (x|k) es la probabilidad de los datos
observados, dado el número de parámetros y L es el valor máximo de la función de probabilidad para el
modelo estimado (Schwarz1978).
Dentro de los modelos más usados para el análisis de diferentes datos se encuentra el modelo más simple de
JC69 (Jukes y Cantor 1969). Este asume igual frecuencia de bases, πT = πC = πA = πG = ¼, y una única tasa de
sustitución para todos los nucleótidos, en donde, por ejemplo una mutación de A - C tiene la misma tasa que
una mutación A - G o de A - T y además, parte del supuesto que las mutaciones ocurren al azar. La matriz
según la frecuencia de las bases es:
En este modelo la tasa de sustitución para cada nucleótido es 3 veces α (la suma de las tres posibles
mutaciones de cada nucleótido) por unidad de tiempo. Para determinar la distancia entre dos secuencias, se
tienen en cuenta:
d = - ¾ ln (1 – 4/3 p),
donde p es la proporción de sitios que difieren entre las dos secuencias.
El modelo Kimura -2- parámetros (Kimura 1980) al igual que el modelo de JC69, también asume que las
mutaciones ocurren aleatoriamente pero tiene en cuenta que la tasa de transiciones (purina por purina y/o
pirimidina por pirimidina) es mucho mayor que la tasa de transversiones (purina por pirimidina) y por ende el
modelo incluye un parámetro para transiciones (α) y otro para las transversiones (β). La matriz para este
modelo es:
En este modelo cada nucleótido tiene una tasa de sustitución transicional (α) por unidad de tiempo y dos tasas
de sustitución transversional (β) por unidad de tiempo. La distancia en este modelo esta dad por:
d = - ½ ln (1 – 2p – q) – ¼ ln (1 – 2q),
donde p es la proporción de sitios que muestra diferencias en las transiciones y q es la proporción de sitios que
muestra diferencias en las transversiones.
El  modelo HKY o Hasegawa, Kishino y Yano (Hasegawa et al. 1985) supone un tiempo de proceso
reversible, una distribución no uniforme de los nucleótidos (πT ≠ πC ≠ πA ≠ πG) y diferentes tasas de
evolución para las transiciones y transversiones, por tanto, los parámetros requeridos en su función son la
relación transición/transversión (Ts/Tv) y las frecuencias de las bases, las cuales se aplican a la matriz:
El modelo GTR (Generalized Time-Reversible) (Yang 1994), es el modelo neutral más general e
independiente que permite seis diferentes parámetros de tasa de sustitución y es el modelo más general que
todavía es consistente con el requerimiento de ser reversible. Los seis parámetros son las tasas relativas de
cada tipo de sustitución, es decir, A por C, A por G, A por T, C por G, C por T y G por T. Como este es un
proceso tiempo reversible, el parámetro de un tipo de sustitución (A por T) es asumido como el mismo que el
reverso (T por A).
En general, las diferencias entre los algunos de los modelos de sustitución nucleotídica radica, por lo tanto, en
el grado de complejidad de cada una de sus funciones (ecuaciones), las cuales involucran diferentes
estimadores como los son la tasa de cambio nucleotídica, la tasa de reversión de mutaciones y la frecuencia
con la que se encuentra un haplotipo (secuencia) en todas las secuencias analizadas (Nei y Kummar 2000).
Como es claro que los modelos de sustitución tienen un papel importante dentro de la filogenética molecular y
obtener el modelo apropiado es esencial para la robustez de los resultados, cabe denotar que existen
actualmente programas especializados en procesar la información y generar, con una buena precisión, el
modelo que mejor modelo que se ajusta a los datos. Dentro de estos programas, Modeltest o jModelTest,
poseen varias características que los hacen programas más exactos al momento de escoger modelos de
sustitución nucleotídica (Posada y Crandall 1998). Dentro de éstas características se encuentran: a) permiten
definir el modelo dentro de un grupo de modelos candidatos, b) implementa – según los requisitos del
investigador – pruebas de radio de verosimilitud jerarquicas (hLRTs por sus siglas en ingles “ hierarchical
likelihood ratio test) y pruebas de radio de verosimilitud dinámica (dLRTs por sus siglas en ingles “ dynamic
likelihood ratio test), c) provee un rango de modelos acorde a los criterios AIC y BIC, d) calcula la
importancia relativa de cada parámetro y e) calcula las estimaciones medias de estos modelos (Posada y
Buckley 2004, Posada 2008).
Por otra parte, la estructura genética de las poblaciones se ha venido estudiando en términos de estadísticos-F
desde que Wright (1951) propusiera medir la desviación de las frecuencias genotípicas mediante los
parámetros FIS, FIT y FST para realizar estudios microevolutivos de una especie y así determinar si sus
poblaciones están genéticamente estructuradas debido al efecto de diferentes fuerzas evolutivas entre las que
se encuentran la selección natural y la mutación, generando diversificación entre las poblaciones o por el
contrario, flujo genético y deriva produciendo homogeneidad entre las poblaciones (Hartl y Clark 1997,
Heedrick 2004). Es importante mencionar que el método denominado Análisis de la Varianza Molecular
(AMOVA), permite realizar la estimación de los estadísticos F haciendo uso de la información molecular
presente en las poblaciones que forman la muestra (Excoffier et al., 1992). Este análisis utiliza el hecho de que
una suma de cuadrados convencional (SS) puede escribirse como la suma de las diferencias al cuadrado entre
todos los pares de observaciones y por esto, es posible construir un análisis jerárquico de la varianza molecular
directamente a partir de las diferencias al cuadrado entre todos los pares de datos moleculares (Li, 1976).
Partiendo de un análisis de varianza ANOVA (Tabla 1), se puede analizar los datos moleculares y partiendo de
los componentes de varianza se pueden calcular los estadísticos Ф (phi), los cuales resumen el grado de
diferenciación de la población y son análogos a los estadísticos F, debido a que se tiene en cuenta el
componente de diferenciación genética entre poblaciones (similar al estadístico Fst), dentro de poblaciones
(similar al estadístico Fis)  y el componente de diferenciación total (similar al estadístico Fit) (Tabla 2)
(Excoffier et al. 1992, Excoffier 2001).
Tabla 1. Análisis de Varianza Molecular (AMOVA), P es el número de poblaciones muestreadas, Ni es el tamaño de cada
muestra y N = ∑ Ni es el número total de individuos. gl: grados de libertad, SSD: desviación de la suma de cuadrados,
MSD: media de la desviación de los cuadrados, E(MSD): media esperada de la desviación de los cuadrados.
FUENTE DE
VARIACIÓN gl SSD MSD E(MSD)
Entre poblaciones P – 1 SSD(AP) SSD(AP)/(P - 1) σ2w + n’ σ2a
Entre genes dentro
de poblaciones
2N – P SSD(WP) SSD(WP)/(2N – P) σ2w
Total 2N – 1 SSD(T)
Tabla 2. Componentes de varianza y su correspondientes estadísticos Ф
VARIANZA ESTADÍSTICOS Ф
σ2a = FSTσ2 FIT= (σ2a + σ2b) / σ2
σ2b = (FIT – FST) σ2 FST = σ2a / σ2
σ2w = (1 – FIT) σ2 FIT= σ2b / (σ2b + σ2w)
σ2 = σ2w + σ2b + σ2a
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA – JUSTIFICACIÓN
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) es una de las principales plagas agrícolas de la mayor parte del
hemisferio occidental (López-Edwards et al. 1999). En los Estados Unidos, México y Brasil, la plaga genera un
aumento en los costos de producción para todos los cultivos que utiliza como planta hospedera,
especialmente en las producciones de maíz (Nagoshi et al. 2004, 2006, 2007 a y b, López-Edwards et al. 1999,
Busato et al. 2004). En Colombia, esta especie es una de las principales plagas del maíz y secundaria en sorgo,
algodón y pastos (García et al. 2002). La causa de la amplia distribución es su hábito polífago y la gran
capacidad de movimientos de dispersión (Pair et al. 1987). El movimiento de este insecto ha sido estudiado
con mucho detalle en América del Norte ya que afecta las zonas Central y Oriental de Estados Unidos y el sur
de Canadá debido a su migración anual de todos estos sitios (Luginbill 1928, Young 1979, Pair et al. 1987). En
Estados Unidos se ha tenido en cuenta el comportamiento migratorio de esta polilla, ya que si las poblaciones
de los biotipos de maíz y arroz se pueden controlar en los sitios de hibernación, como por ejemplo en México,
Texas y Florida, debería ser posible reducir sustancialmente las migraciones hacia el norte, y, por tanto,
disminuir su densidad de población en campo. Sin embargo, los movimientos de este insecto en América
Central y América del Sur no se han estudiado ampliamente, debido a la falta de conocimiento de las
respuestas biológicas, ecológicas y de comportamiento que pueda presentar la especie en países neotropicales
(Nagoshi et al. 2007 b). En Colombia, esta plaga se distribuye en una gran cantidad de cultivos, entre ellos
maíz, arroz, caña de azúcar y algodón, entre otros (García et al. 2002) y algunos investigadores como Nagoshi
et al. (2007 b) sugieren que la dispersión de este insecto en los trópicos se puede producir como respuesta a
los cambios estacionales en las precipitaciones, temperatura y las plantaciones agrícolas.
La identificación, en diferentes países, de dos biotipos (biotipo de arroz y biotipo de maíz) dentro de la
especie, (Pashley 1986, Busato et al. 2004) fue confirmada de igual manera en Colombia (Tolima) por Vélez-
Arango et al. (2008). En este caso, el biotipo maíz se encontró en maíz, algodón y sorgo y el biotipo de arroz
principalmente en cultivos de arroz, con muy baja proporción en maíz y algodón. Estos biotipos presentaron
estructuración genética explicada por su asociación a su planta hospedera puesto que dos análisis de varianza
molecular realizados para un marcador nuclear y otro mitocondrial fueron significativos para los cultivos
mencionados anteriormente  (pruebas estadísticas) (Vélez-Arango 2009). En este trabajo, también se encontró
que existe un alto flujo genético entre las poblaciones del insecto encontradas en maíz, algodón y sorgo y un
flujo genético restringido entre estos tres cultivos y el arroz, explicando la existencia de ambos biotipos en la
naturaleza.
Además de lo anterior, Lewter et al. (2006) y Nagoshi et al. (2007a y b) han demostrado que existen diferentes
haplotipos mitocondriales en América del Norte y en Brasil y que su frecuencia y patrones de distribución
varían entre localidades de un mismo país (Mississipi, Texas, Florida y Arkansas) y entre países, sugiriendo un
aislamiento geográfico teniendo en cuenta que la asociación de los haplotipos a las plantas hospederas en
ambos países es muy similar. Este último resultado podría implicar que la diferenciación genética de los dos
biotipos se produjo antes de la dispersión de S. frugiperda o que existe una considerable interacción entre estas
poblaciones geográficamente distantes. Esta última idea sugiere la posibilidad de migración entre las
poblaciones de la región del Caribe y las de América del Norte (Pashley 1986). Sin embargo, aún se desconoce,
a ciencia cierta, si las poblaciones de S. frugiperda en el hemisferio occidental interactúan o no.
De la misma manera, es de total desconocimiento, la composición y distribución haplotípica de los dos
biotipos en Colombia. Por tanto, se hace necesario identificar estos haplotipos, a partir de la secuenciación
mitocondrial y probar si éstos muestran algún patrón en la distribución que sugiera especificidad geográfica,
estacional o de planta hospedera. De esta manera, se podrá tener un mejor conocimiento de los movimientos
de este insecto y así optimizar los planes de monitoreo en el manejo integrado de plagas de este insecto en
nuestro país.
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
Identificar los haplotipos de S. frugiperda presentes en Colombia con base en la secuenciación de un fragmento
del gen citocromo oxidasa I, COI.
4.2. Objetivos específicos
 Analizar la secuencia COI para encontrar haplotipos variantes de los biotipos arroz y maíz.
 Probar si los patrones de distribución sugieren especificidad geográfica y/o de planta hospedera de
haplotipos de S. frugiperda en las diferentes poblaciones de  Colombia.
 Comparar genéticamente las poblaciones de S. frugiperda de Colombia y algunas secuencias de Estados
Unidos para evaluar si existen diferencias en la composición haplotípica entre estos dos países.
5. HIPÓTESIS
5.1. Hipótesis 1
Ho: No existe una diferencia en la frecuencia de haplotipos de S. frugiperda en los departamentos y cultivos
evaluados.
Ha Existe una diferencia en la frecuencia de haplotipos de S. frugiperda en los departamentos y cultivos
evaluados.
5.2. Hipótesis 2
Ho: No existe especificidad geográfica de la distribución de los haplotipos de maíz y arroz de S. frugiperda en
Colombia.
Ha: Existe especificidad geográfica de la distribución de los haplotipos de maíz y arroz de S. frugiperda en
Colombia.
5.3. Hipótesis 3
Ho: No existe estructuración genética entre las secuencias de poblaciones de S. frugiperda de Colombia y
Estados Unidos.
Ha: Existe estructuración genética entre las secuencias de poblaciones de S. frugiperda de Colombia y Estados
Unidos.
6. MATERIALES Y MÉTODOS
6.1. Colecta de larvas
Un total de 1600 larvas de S. frugiperda fueron colectadas en los departamentos de Tolima, Córdoba, Meta,
Antioquia y Valle del Cauca. Los muestreos se hicieron completamente al azar, en cultivos de maíz, algodón,
arroz, pasto y sorgo y, fueron realizados por Ingenieros Agrónomos de Corpoica. Las colectas en el
departamento del Tolima las realizó la Dra. Elizabeth Aguilera Garramuño (Investigador PhD Asociado,
Corpoica, Tibaitatá), como parte de su tesis de PhD sobre Ecología del paisaje de S. frugiperda en el país. Estos
muestreos se hicieron a finales del 2006 y principios de 2007. En los demás departamentos, los muestreos se
realizaron a finales del 2008 y principios del 2009. Las colectas se hicieron de larvas y no de adultos, debido a
que se deseaba determinar si los haplotipos de S. frugiperda presentaban algún tipo de asociación con la planta
hospedera de la misma manera que se realizo en el trabajo de Vélez-Arango (2009). Esto dado que los adultos
del insecto tienden a dispersarse entre cultivos y por lo tanto el muestreo de adultos podría sesgar la
asociación del individuo al hospedero. Adicionalmente, los sitios muestreados fueron tenidos en cuenta para
analizar la frecuencia de los haplotipos de S. frugiperda en departamentos que presentaran condiciones
agronómicas diferentes para la plaga. En el departamento de Antioquia se produce únicamente maíz, en el
departamento del Meta no se cultiva algodón, pero se produce maíz, sorgo y arroz (principalmente este último
cultivo) y en los departamentos de Córdoba y Tolima, se produce maíz, algodón, sorgo y arroz.  Se esperaría,
por lo tanto que adultos de S. frugiperda migraran de una localidad a otra, dependiendo de su oferta alimenticia
y también de las condiciones climáticas del lugar en el que se encuentre, como lo reportaron Nagoshi et al.
2007 (a, b) y 2008 en sus estudios realizados en Estados Unidos y Brasil.
Una vez colectadas, las larvas fueron almacenadas en tubos de plástico de 1,5 ml con etanol al 70%,
etiquetados con el lugar de recolección y planta hospedera, y enviadas al laboratorio de Biotecnología Vegetal
UNALMED-CIB (Corporación para Investigaciones Biológicas) en donde fueron almacenadas al vacío a -70º
C hasta su procesamiento. Una vez en las instalaciones de la corporación, el 25% de las larvas fueron
determinadas usando las claves de Tood y Poole (1980). Dentro de algunas de las características que permiten
la correcta identificación de esta especie se encuentran la presencia de propatas desde el segmento abdominal
A3 al A6, crochets presentes, tres setas en el grupo SV en la propata del segmento abdominal 6 (A6), cuerpo
liso o cubierto con gránulos convexos o cónicos, espiráculo en el segmento abdominal 8 (A8) ubicado
lateralmente y margen posterior del lóbulo anal convexo, no lobulado o sin tubérculos, entre otras.
6.2. Extracción de ADN
Un fragmento de la parte posterior de las larvas se utilizó para la extracción de ADN, la cual se llevo a cabo
con el protocolo CTAB con algunas modificaciones (Black y Duteau 1997). Cada fragmento fue
homogenizado con nitrógeno líquido y depositado en un tubo eppendorf de 1,5 ml, se adicionó 400 l de
buffer de extracción CTAB (2X), 4 l de β-mercaptoetanol y 20 l de Proteinasa K. Cada tubo fue incubado
por 1 h a 65º C y mezclado por inversión suave cada 10 min. Cada muestra fue centrifugada por 6 min a
12.000 rpm a 10º C y luego la solución fue transferida a un nuevo tubo. A cada tubo se le agregaron 500 l de
cloroformo alcohol-isoamílico frío (24:1) y fue centrifugado por 30 min a 12.000 rpm a 10° C. El
sobrenadante fue transferido a un  nuevo tubo y el procedimiento se repitió con un volumen igual de
cloroformo alcohol-isoamílico y fue centrifugado nuevamente por 30 min a 12.000 rpm a 10° C. El nuevo
sobrenadante fue trasferido a un nuevo tubo, se adicionó un volumen equivalente de cloroformo frío (100%)
y se centrifugó por 20 min a 12.000 rpm a 10° C. El sobrenadante resultante fue transferido a otro tubo y se
adicionó 400 l de isopropanol frío. El ADN fue precipitado por refrigeración a -20° C por 1 h y luego
centrifugado por 30 min a 12.000 rpm a 4° C. El sobrenadante fue eliminado y el pellet fue lavado con 500 l
de etanol frío (100%) y centrifugado por 6 min a 12.000 rpm a 4° C; este procedimiento se repitió  y el pellet
fue secado a temperatura ambiente y resuspendido en 50 l de buffer TE  (1X) (TRIS HCL 100 mM y EDTA
10 mM, pH 8.0). Finalmente, el RNA fue removido adicionando 1 l de RNasa e incubando a 37° C por 1 h.
6.3. Amplificación y secuenciación del gen citocromo oxidasa I – COI
La amplificación por PCR del gen COI fue llevada a cabo en una mezcla de reacción de 50 l que contenía 5
l de buffer de PCR, 3 l de MgCl2, 1 l de dNTPs, 2 l  del cebador sentido, 2 l del cebador contra sentido
y 1 l de Taq polimerasa. El programa de amplificación en termociclador fue: 94ºC (3 min), seguido de 30
ciclos de 94º C (1 min)  59º C (1 min), 72º C  (1 min), y un segmento final de extensión de 72º C por 10 min
(My Cycler Termal Cycler, Biorad). La amplificación del COI se llevo a cabo con el par de cebadores JM76 F
(5’GAGCTGAATTAGGRACTCCAGG3’) y COI 1483 R (5’GCTGGTGGTAAATTTTGATAT3’)
(Invitrogen). Cada producto amplificado fue visualizado en una cámara de electroforesis en un gel de agarosa
al 1% con 2.0 l de bromuro de etidio. Las muestras fueron enviadas a Macrogen Inc. (Corea) para
purificación y secuenciación.
6.4. Análisis de secuencias y genética de poblaciones
Para verificar la identidad molecular de las secuencias amplificadas se realizaron dos árboles de Neighbor -
Joining y se observó que las secuencias de referencias del gen COI de S. fugiperda obtenidas del GenBank se
unen a las secuencias amplificadas en este trabajo, confirmando así la identidad taxonómica del material
biológico utilizado en esta investigación (Figs. 5 y 9).
Estas secuencias fueron editadas a mano con Bioedit (Hall 1999) y alineadas con el algoritmo Clustal W
(Larkin et al. 2007, Cheena et al. 2003) en el programa Mega 4.0 (Kumar et al. 2008). Las comparaciones de las
secuencias de ADN que incluyeron la identificación de los haplotipos y los sitios polimórficos fueron
realizadas con el programa DNAsp V5. (Librado y Rozas 2009). Para determinar el modelo de la tasa de
evolución nucleotídica se utilizó el programa jModelTest (Posada 2008, Guindon y Gascuel 2003). Los árboles
de Neighbor - Joining fueron escogidos en este trabajo para visualizar la similitud genética entre haplotipos
colombianos y comparar los resultados obtenidos con los resultados obtenidos por Nagoshi et al. (2007 a, b).
Estos árboles se basan en la asociación de grupos dada la identidad genética entre las secuencias de ADN
evaluadas, pueden incorporar cualquier tasa de evolución del gen y agrupa los OTUS teniendo en cuenta la
distancia minima entre las ramas que los conectan (Nei y Kummar 2000, Hedrick 2004) y fueron generados
con el programa en línea Phylogeny.fr (Dereeper et al. 2008). Además de estos árboles, se realizó un árbol de
Neighbor – Joining en el programa Mega 4.0 (Kumar et al. 2008) con base en estadísticos FST generados en
evaluaciones de poblaciones pareadas que fueron obtenidos con el programa Arlequín v. 2.0 (Schneider et al.
2000). Estos árboles se realizaron con el objetivo de visualizar las diferencias genéticas entre las poblaciones
colombianas evaluadas (departamentos) y las secuencias de Estados Unidos (de diferentes estados de este
país), teniendo en cuenta que estos árboles se basan en los estadísticos de diferenciación genética parados FST
y no en las secuencias mitocondriales.
Además de lo anterior, las secuencias fueron analizadas en cuanto a su diversidad nucleotídica con el
estimativo П y polimorfismo nucleotídico θ (Hedrick 2004). П  determina el  promedio de la proporción de
diferencias nucleotídicas entre todos los pares de secuencias de una muestra, que en este caso son las muestras
de ADN de larvas secuenciadas de S. frugiperda obtenidas de las diferentes poblaciones, el cual es igual a:
П = N/(N-1) Σpipj Пij,
donde N es el número de secuencias analizadas; pi es la frecuencia de la secuencia “i” y  Пij es la proporción
de nucleótidos que difieren entre las secuencias de ADN comparadas ith y jth (Nei y Kumar 2000, Hedrick
2004). Por otro lado, θ se relaciona con la proporción de nucleótidos que se espera que sean polimórficos en
cualquier muestra tomada del genoma de un organismo. Siendo
= S/a1,
a1=  1/i,
donde n es el tamaño de la muestra (número de marcadores utilizados para el análisis);  S es el número de
fragmentos polimórficos generados por cada marcador e i es n-1 (Hartl y Clark 1997). Estos análisis fueron
realizados con el programa DNAsp V5 (Librado y Rozas 2009).
A nivel de la población, se calculo el tamaño efectivo que corresponde a Nef, cuando se determina el tamaño
efectico de las hembras, mientras que el tamaño efectivo total de la población es Ne = Nef / 2 (Hedrick
2004). Por lo tanto, el valor del tamaño efectivo obtenido en esta investigación debe ser multiplicado por dos;
por ejemplo: 800.000 individuos encontrados por 2 sería un  total de 1.600.000 individuos en total en la
población.
El análisis AMOVA, de la estructura genético - poblacional de las muestras de S. frugiperda utilizadas en este
trabajo, se realizó con el programa Arlequín v. 2.0 (Schneider et al. 2000). Además, este programa fue utilizado
para obtener los datos de la prueba de neutralidad de Tajima-Nei (1984), las cuales fueron graficadas en un
árbol de Neighbor – Joining en el programa Mega 4.0 (Kumar et al. 2008)
Finalmente, el programa TCS v. 1.21 (Clement et al. 2000) fue utilizado para construir las redes de expansión
mínima, los cuales están relacionados con la distancia y la frecuencia de los haplotipos. Este método comienza
combinando las redes de mínima expansión (MSN por sus siglas en ingles “Minimum Spanning Network”) en
una sola red, los cuales son incorporados por criterios de parsimonia. Este método de análisis de redes es
ampliamente usado para determinar la frecuencia de los haplotipos analizados y sus similitudes genéticas
usado. Además es un método muy rápido que puede analizar muchas secuencias de haplotipos en una
cantidad razonable de tiempo; teniendo como principal requerimiento la ausencia de recombinación (Foulds et
al. 1979).
7. RESULTADOS
7.1. Haplotipos de Spodoptera frugiperda en el Tolima
Se obtuvieron un total de 40 secuencias de 642 pares de bases correspondientes a la región 5’ del gen citocromo
oxidasa I. Estas secuencias se obtuvieron de muestras de S. frugiperda colectadas en los cultivos de maíz,
algodón sorgo y arroz que fueron identificados anteriormente como biotipo de maíz, biotipo de arroz, híbrido
tipo H - - e híbrido tipo H + + por Vélez-Arango et al. (2008) (Tabla 3).
Tabla 3. Número de larvas de S. frugiperda del departamento de Tolima.
CULTIVO BIOTIPO N° INDIVIDUOS
Algodón Arroz 1
Maíz 7
H- - 5
H++ 5
Arroz Arroz 5
Maíz 1
H- - 5
H++ 1
Maíz Arroz 2
Maíz 4
Sorgo Arroz 1
Maíz 2
H- - 1
TOTAL 40
La frecuencia promedio de las bases nucleotídicas fue A = 41.6, C = 12.6, G = 14.3 y T = 31.5. El número de
haplotipos obtenido fue de 18 (Tabla 4), siendo el haplotipo 1 el más frecuente (8/40), seguido del haplotipo 5
(6/40), 10 y 11 (3/40), 6 (2/40) y los haplotipos 7, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18 los menos frecuentes (1/40,
cada uno de estos) (Fig. 2).
Fig. 2. Número de individuos pertenecientes a cada uno de los haplotipos de S. frugiperda encontrados en el
departamento de Tolima.
En la tabla 4 se describen los cambios nucleotídicos encontrados en los  10 sitios polimórficos para este grupo
de secuencias. Los sitios encontrados fueron: 1, 2, 6, 10, 14, 20, 105, 177, 180 y 190 (Tabla 4). En estos sitios
polimórficos se observó que se presentaron tres cambios T – C, tres cambios A – C, un cambio A – T, un
cambio C – T, dos cambios A – G. Por lo tanto, en estas secuencias ocurrieron cinco transversiones  y cinco
transiciones.
Tabla 4. Sitios polimórficos y cambios nucleotídicos encontrados en los 18 haplotipos analizados de las muestras del
departamento de Tolima
HAPLOTIPO
SITIOS POLIMÓRFICOS
1 2 6 10 14 20 105 177 180 190
1 T A A A C A T T A A
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
2 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
3 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
4 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
5 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
6 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
7 . . . . . . . . . .
8 . . . . . . . . . .
9 . . . . T . . C G .
10 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
11 . . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
. . . . . . . . . .
12 C C C T . C . . . .
13 . . . . . . . . . .
14 . . . . . . C . . .
15 . . . . . . . . . G
16 . . . . . . . . . .
17 . . . . . . . . . .
18 . . . . . . . . . .
En la tabla 5 se puede observar que el haplotipo 1 incluye individuos pertenecientes al biotipo de maíz e
híbridos H ++, el haplotipo 2 por individuos del biotipo de maíz e híbridos H - -, el haplotipo 3 por los dos
tipos de híbridos H++ y H--, el haplotipo 5 por una combinación de individuos de los biotipos de maíz y
arroz y por individuos de ambos tipos de híbridos, el haplotipo 6 por individuos de ambos biotipos, los
haplotipos 7 y 8 por individuos del biotipo maíz, el haplotipo 9 por híbridos H ++, el haplotipo 10 por
individuos que son híbridos H - - y del biotipo de arroz, el haplotipo 11 - en su mayoría - por individuos del
biotipo de arroz, los haplotipos 12, 13 y 17 por híbridos H - -, los haplotipos 14, 15 y 16 por individuos del
biotipo de maíz y el haplotipo 18 por individuos del biotipo de arroz.
Tabla 5. Haplotipos encontrados dentro de los biotipos de S. frugiperda en el Tolima.
HAPLOTIPO
N°
INDIVIDUOS CULTIVO MUESTRAS CLASE
1 8 Algodón 3 H --
Algodón 7 H ++
Algodón 8 H ++
Algodón 14 H ++
Algodón 15 BM
Sorgo 31 BM
Maíz 37 BM
Arroz 42 BA
2 4 Algodón 4 H --
Algodón 11 BM
Algodón 18 BM
Maíz 36 BM
3 2 Algodón 5 H --
Algodón 12 H ++
2 Algodón 6 H --
4
Algodón 13 BM
5 6 Algodón 9 H --
Arroz 22 BA
Arroz 24 H --
Arroz 43 BA
Arroz 45 BM
Arroz 46 H ++
6 2 Algodón 10 BA
Algodón 16 BM
7 1 Algodón 17 BM
8 1 Algodón 19 BM
9 1 Algodón 20 H ++
10 3 Arroz 21 H --
Arroz 23 H --
Maíz 40 BA
11 3 Arroz 25 BA
Sorgo 38 BA
Maíz 41 BA
12 1 Arroz 26 H --
13 1 Arroz 28 H --
14 1 Sorgo 32 BM
15 1 Maíz 34 BM
16 1 Maíz 35 BM
17 1 Sorgo 39 H --
18 1 Arroz 44 BA
Cabe resaltar que dentro de los haplotipos encontrados existen cuatro haplotipos que se presentan con mayor
frecuencia dentro de los cultivos muestreados. El haplotipo 1, se encuentra en mayor abundancia en el cultivo
de algodón, sorgo y maíz, el haplotipo 5 se encuentra más frecuente en algodón pero también se presenta en
arroz y los haplotipos 2 y 10 se encuentran en los cultivos de algodón, arroz y maíz. Los demás haplotipos se
encuentran en menor frecuencia en los demás cultivos analizados (Fig. 3). Es importante tener en cuenta que
la mayor frecuencia de estos haplotipos se encontró en el cultivo de algodón debido a que este cultivo fue más
ampliamente muestreado en este departamento.
Fig. 3. Número de haplotipos de S. frugiperda colectados en diferentes cultivos en el departamento de Tolima.
Así mismo, se debe tener en  cuenta que el haplotipo 1, que fue el más abundante del departamento Tolima, se
presenta en los tres cultivos en los que se ha localizado el biotipo de maíz - según los resultado encontrados
por Vélez-Arango et al. (2008) y Vélez-Arango (2009), al igual que los haplotipos 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 16,
17 y 18. Por su abundancia y presencia en todas las plantas hospederas, este haplotipo podría ser considerado
el primer blanco en los programas de manejo de plagas, dada su alta frecuencia en este departamento.
En la Figura 4 se pueden observar los resultados encontrados y descritos anteriormente, vistos como el
número total acumulado del haplotipo analizado por cultivo. Se observa que los haplotipos 1 a 9 se
encontraron con mayor frecuencia en el cultivo de algodón y los haplotipos 5, 10, 11, 12, 13 y 18 en el cultivo
de arroz. En el cultivo de sorgo también se encontró el haplotipo 1 además de los haplotipos 11, 14 y 17 y en
el cultivo de maíz se encontraron los haplotipos 1, 10, 11, 15 y 16.
Fig. 4. Distribución de haplotipos de S. frugiperda por cultivo muestreado en el departamento de Tolima.
Los valores de π, h, Hd y θ se encuentran resumidos en la Tabla 6 y dado que el polimorfismo nucleotídico es
igual a 2Neμ, para el ADN mitocondrial (Freeland 2005, Hedrick 2004), el tamaño efectivo de la población de
S. frugiperda para el departamento del Tolima es de 1.619.000 individuos, asumiendo una tasa de mutación de
μ = 1 x 10-7 (Nei y Kumar 2000).
Tabla 6. Polimorfismo de ADN encontrado en el departamento de Tolima (h = número de haplotipos, Hd = diversidad
haplotípica, S = número de sitios segregantes, π = diversidad nucleotídica, θ = polimorfismo nucleotídico - número
promedio de diferencias pareadas en una población).
PARES BASES H Hd S Π Θ
642 18 0.926 0. 399 0.14967 0.16196
Para el árbol de Neighbor - Joining obtenido de las secuencias de S. frugiperda colectadas en el departamento
del Tolima, las 40 muestras de los cultivos de maíz, arroz, sorgo y algodón, mostraron tener una tasa de
sustitución nucleotídica que se ajusta  al modelo de distancia de HKY con el programa jModeltest basado en
el criterio BIC (BIC = 3872.6662, -lnL = 1677.9257) (Fig. 5).
Para establecer la asociación de los haplotipos respecto a su origen mitocondrial materno, este trabajo se baso
en la tesis de maestría presentada por Vélez-Arango (2009), en donde se tuvo en cuenta la digestión de un
fragmento mitocondrial con la enzima MspI y la amplificación de fragmentos de la región FR de menos de 500
pb o más de 500 pb. Desde este punto de vista, el biotipo de maíz se caracteriza por presentar digestión con la
enzima de restricción y amplificación de fragmentos menores a 500 pb, el biotipo de arroz no presenta corte
con la enzima de restricción y amplifica fragmentos de más de 500 pb; los híbridos tipo  H + + presentan
digestión con la enzima MspI y amplifica fragmentos de más de 500 pb y, los híbridos tipo H - - no presentan
digestión con la enzima de restricción y amplifica fragmentos menores a 500 pb en la región FR (Vélez-
Arango 2009).
Este árbol muestra que, en general, existe una asociación de secuencias basada en el origen mitocondrial
anteriormente descrito, debido a que asocia haplotipos cuyo origen materno es del biotipo arroz y por otro
lado asocia haplotipos de origen materno del biotipo maíz. Para evidenciar esta asociación se encontraron, por
ejemplo, agrupaciones de secuencias tales como las de los haplotipos 21, 23, 40, 26, 24, 22, 9, 28, 39, 43 y 45
las cuales tienen un origen materno proveniente del biotipo de arroz y secuencias de haplotipos tales como 41,
20 y 6, 13, 34, 16 y 19 (a excepción del haplotipo 10) que tienen como origen materno el biotipo de maíz. Así
mismo, se encontraron agrupaciones de secuencias tales como las de los haplotipos 45, 5, 12, 35, 42, 8, 3 y 32
que presentan orígenes maternos entre mezclados de ambos biotipos de S. frugiperda.
Fig. 5. Árbol filogenético utilizando Neighbor-Joining y la distancia HKY (Hasegawa, Kishino y Yano 1985) basado en
40 secuencias del gen COI en muestras del departamento de Tolima y las plantas hospederas donde fueron colectadas
(BA: Biotipo Arroz, BM: Biotipo Maíz, H++: híbrido positivo, H- -: híbrido negativo; Mz = Maíz, Az = Arroz, Sg =
Sorgo y  Alg = Algodón).
Las redes de expansión mínima del Tolima soportan lo analizado para la frecuencia con la que se encuentra
cada haplotipo por cultivo, estableciendo uniones basadas en distancias genéticas entre las unidad taxonómicas
(OTUS) compuestas por cada haplotipo (Fig. 6). La unidad taxonómica más grande que fue la más frecuente,
está representada de igual manera por el haplotipo 1, seguido del haplotipo 5 y 11. Aunque el haplotipo 10 no
se muestra como uno de los más frecuentes, si se unen en la red al haplotipo 5 debido a que los dos
haplotipos tienen origen mitocondrial del biotipo de arroz. Las demás unidades presentaron una frecuencia
baja, comparada con la de los anterior haplotipos
Fig. 6. Red de expansión mínima basada en 40 secuencias del gen mitocondrial COI en muestras de Tolima.
Los resultados arrojados por el AMOVA muestran que S. frugiperda no presenta una estructuración genética y
por lo tanto los haplotipos se mueven libremente entre los cultivos analizados (Tabla 7).
Tabla 7. Análisis de Varianza Molecular realizado en 40 secuencias de ADN de S. frugiperda del departamento de Tolima.
Fuente
De variación
gl Suma de
cuadrados
Componentes de
Varianza
Porcentaje
de variación
Entre cultivos 3 1.5 0 0
Dentro de cultivos 36 18.0 0.5 100
Total 39 19.5 0.5
Índice de Fijación FST= 0.000001 p > 0.005
Respecto al número de migrantes existentes de S. frugiperda en el Tolima, se determinó que, a partir de la
fórmula FST = 1 / (1 + 2Nm), el número de migrantes es 49.9, lo que significa que se requiere un mínimo de
50 individuos para que las poblaciones de haplotipos de S. frugiperda se homogenicen entre los cultivos
analizados en este estudio. En el trabajo realizado por Vélez-Arango (2009), también se calculó el número de
migrantes con los marcadores COI y FR, generando valores muy similares. En esta tesis, la autora también
encontró valores diferentes del número de migrantes entre cultivos, ya que la migración fue muy baja entre los
cultivos de maíz, algodón respecto al cultivo de arroz. Este trabajo difiere con el de Vélez-Arango (2009),
debido a que en ese trabajo, la autora tuvo en cuenta una mayor cantidad de muestras de arroz, lo cual puede
explicar la diferencia entre los valores de número de migrantes encontrados en este trabajo. Además, la unidad
de diferenciación genética usada por Vélez-Arango (2009) son los alelos de los marcadores moleculares
mencionados, mientras que en el presente trabajo la unidad de diferenciación genética de las poblaciones son
los nucleótidos de un fragmento del gen COI que permitieron la identificación de los haplotipos de S.
frugiperda.
7.2. Haplotipos Spodoptera frugiperda en Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca
Para el análisis entre los departamentos analizados, se obtuvieron un total de 102 secuencias de 528 pares de
bases correspondientes a la región 5’ del gen citocromo oxidasa I. Estas secuencias se obtuvieron de muestras de
S. frugiperda colectadas en los departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca.
Adicionalmente, se tomaron nueve secuencias reportadas en el GenBank para realizar las comparaciones entre
las poblaciones colombianas y las norteamericanas (Tabla 8 y 9).
Tabla 8. Número de larvas de S. frugiperda y cultivos de muestreo en los departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta,
Tolima y Valle del Cauca.
DEPARTAMENTO CULTIVO N° INDIVIDUOS
Tolima Algodón 18
Arroz 12
Maíz 6
Sorgo 4
Meta Maíz 19
Arroz 4
Sorgo 4
Antioquia Pasto 2
Maíz 6
Córdoba Algodón 12
Maíz 7
Sorgo 4
Valle del Cauca Algodón 3
Maíz 1
TOTAL 102
Tabla 9. Secuencias de S. frugiperda obtenidas del GenBank de poblaciones de Estados Unidos (FL=Florida,
AR=Arkansas, MP = Mississippi, LA= Los Ángeles).
GenBank Localidad Clase N° individuos
SFU72977 E.U Biotipo Arroz 1
SFU72974 E.U Biotipo Maíz 1
AY714298 FL-AR-MP-LA Biotipo Maíz 1
AY714299 FL Biotipo Maíz 1
AY714300 FL Biotipo Maíz 1
AY714301 FL Biotipo Arroz 1
AY714302 FL-AR Biotipo Arroz 1
AY714303 FL-AR Biotipo Arroz 1
AY714304 FL Biotipo Arroz 1
TOTAL 9
La frecuencia promedio de las bases nucleotídicas fue A = 40.5, C = 14.7, G = 12.4 y T = 32.4. El número de
haplotipos obtenido fue de 43 (Tabla 4), siendo el haplotipo 1 el más frecuente (29/111), seguido del
haplotipo 4 (12/111), el haplotipo 5 (8/11) y finalmente el haplotipo 9 (7/111). Los haplotipos 6, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 20, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 y 43 fueron los menos frecuentes (1/111
cada uno) (Fig. 7).
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Fig. 7. Número total de haplotipos de S. frugiperda encontrados en los departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta,
Tolima, Valle del Cauca y en las poblaciones de Estados Unidos.
En la tabla 10 se pueden observar los cambios nucleotídicos en los seis sitios polimórficos en estas secuencias:
2, 60, 150, 162, 199 y 456. En estos sitios polimórficos se encontró que hubo dos cambios nucleotídicos en el
sitio polimórfico 2 (T – G – C), los demás fueron cambios únicos. Un cambio A – T, dos cambios A – G, un
cambio de T – A y un cambio de C – T. En estas secuencias ocurrieron un total de tres transiciones y cuatro
transversiones.
Tabla 10. Sitios polimórficos y cambios nucleotídicos encontrados en los 43 haplotipos analizados de las muestras en los
departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima, Valle del Cauca y en las poblaciones de Estados Unidos.
HAPLOTIPO
SITIOS POLIMORFICOS
2 60 150 162 199 456
1 T A A T A C
2 . . . . . .
3 . . . . . .
4 . . . . . .
5 . . . . . .
6 . . . . . .
7 . . . . . .
8 G . . . . .
9 . . . . . .
10 . . . . . .
11 . . . . . .
12 . . G . . .
13 . . . . . .
14 . . . . . .
15 . . . . . .
16 . . . . . .
17 C . . . . .
18 . . . . . .
19 . . . . . .
20 . . . . . .
21 . . . . . .
22 . . . . . .
23 . . . . . .
24 . . . . . .
25 . . . . . .
26 . . . A . .
27 . . . . . .
28 . . . . . .
29 . . . . . .
30 . . . . . .
31 . . . . G .
32 . . . . . .
33 . . . . . .
34 . . . . . .
35 . . . . . .
36 . . . . . .
37 . . . . . .
38 . . . . . .
39 . T . . . .
40 . . . . . .
41 . . . . . .
42 . . . . . .
43 . . . . . T
En la tabla 11 y en la figura 8, se puede observar que dentro de los haplotipos con mayor frecuencia, el
haplotipo 1 se presenta – de manera más abundante - en los departamentos de Tolima, seguido de Meta y
Córdoba en los cultivos de algodón y en el departamento del Meta en cultivos de maíz, sin embargo, se debe
aclarar que este haplotipo también se encuentra en los demás cultivos analizados y en los restantes
departamentos (a excepción de Estados Unidos) aunque en menor frecuencia. El haplotipo 4 se presenta de
forma más abundante en el departamento del Tolima en los cultivos de arroz; también se localiza menos
frecuentemente en los departamentos de Antioquia y Córdoba  en cultivos de algodón y maíz. El haplotipo 5
se encuentra de forma más abundante en el Meta, pero también se halló en el Tolima, Córdoba y Valle del
Cauca. Este haplotipo se encontró principalmente en los cultivos de  maíz y algodón, siendo más abundante
en el primer cultivo. Finalmente, el haplotipo 9 se encuentra en los cultivos de arroz  y maíz en los
departamentos de Tolima, Meta, Antioquia y Córdoba.
Tabla 11.  Haplotipos encontrados dentro de los biotipos de S. frugiperda en Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima, Valle del
Cauca y en las poblaciones de Estados Unidos.
Haplotipo N° individuos Localidad Cultivo Muestra
1 29 Tolima Algodón 1
2
5
6
9
12
13
16
Arroz 26
Sorgo 31
32
Maíz 37
38
Meta Maíz 42
46
47
51
53
Arroz 61
Sorgo 64
Antioquia Pasto 69
Córdoba Sorgo 77
Algodón 80
83
85
88
89
Maíz 98
Valle Cauca Algodón 99
2 2 Tolima Algodón 3
10
3 2 Tolima Algodón 4
11
4 12 Tolima Algodón 7
Arroz 20
22
27
29
30
Antioquia Maíz 70
72
74
Córdoba Algodón 90
91
Maíz 96
5 8 Tolima Algodón 8
14
Meta Maíz 45
48
58
Córdoba Maíz 94
Valle Cauca Algodón 101
Maíz 102
6 1 Tolima Algodón 15
7 2 Tolima Algodón 17
Meta Maíz 50
8 1 Tolima Algodón 18
9 7 Tolima Arroz 19
21
Maíz 39
Meta Maíz 44
Arroz 60
Antioquia Maíz 75
Córdoba Maíz 95
10 2 Tolima Arroz 23
28
11 1 Tolima Arroz 24
12 1 Tolima Arroz 25
13 1 Tolima Sorgo 33
14 1 Tolima Sorgo 34
15 1 Tolima Maíz 35
16 1 Tolima Maíz 36
17 1 Tolima Maíz 40
18 2 Meta Maíz 41
43
19 3 Meta Maíz 49
Sorgo 67
Córdoba Sorgo 78
20 1 Meta Maíz 52
21 2 Meta Maíz 54
55
22 2 Meta Maíz 56
U.E Maíz SFU72974
23 3 Meta Maíz 57
Meta Sorgo 65
66
24 1 Meta Maíz 59
25 1 Meta Arroz 62
26 1 Meta Arroz 63
27 3 Antioquia Pasto 68
Córdoba Maíz 92
97
28 1 Antioquia Maíz 71
29 1 Antioquia Maíz 73
30 1 Córdoba Sorgo 76
31 1 Córdoba Sorgo 79
32 2 Córdoba Algodón 81
86
33 2 Córdoba Algodón 82
Valle Cauca Algodón 100
34 1 Córdoba Algodón 84
35 1 Córdoba Algodón 87
36 1 Córdoba Maíz 93
37 1 U.E Arroz SFU72977
38 1 FL-AR-MP-LA Maíz AY714298 H1
39 1 FL Maíz AY714299 H2
40 1 FL Maíz AY714300 H3
41 1 FL Arroz AY714301 H1
42 2 FL-AR Arroz AY714302 H2
FL Arroz AY714304 H4
43 1 FL-AR Arroz AY714303 H3
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Fig. 8. Distribución de haplotipos de S. frugiperda por cultivo muestreado en los departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima, Valle del Cauca y en las
poblaciones de Estados Unidos.
Los valores de π, h, Hd y θ se encuentran resumidos en la Tabla 12 y tal como se determinó para el Tolima, el
tamaño efectivo de la población de S. frugiperda de estas poblaciones es 1.889.100 individuos, asumiendo una
tasa de mutación de μ = 1 x 10-7 (Nei y Kumar 2000).
Tabla 12. Polimorfismo de ADN encontrado en los diferentes departamentos analizados en Colombia  y en las
poblaciones de Estados Unidos (h = número de haplotipos, Hd = diversidad haplotípica, S = número de sitios
segregantes, π = diversidad nucleotídica, , θ = polimorfismo nucleotídico - número promedio de diferencias pareadas en
una población).
PARES BASES h Hd S Π Θ
528 43 0.912 363 0.18956 0.18891
Para el árbol de Neighbor - Joining obtenido de las secuencias de S. frugiperda colectadas en los diferentes
departamentos de Colombia y las secuencias de Estados Unidos, obtenidas del GenBank, las 111 muestras
mostraron tener una tasa de sustitución nucleotídica que se ajusta  al modelo de distancia de HKY con el
programa jModeltest basado en el criterio BIC (BIC 6195.3533, -lnL = 2392.4033)  (Fig. 9).
El árbol producido muestra que no hay una división clara entre las secuencias colombianas y las secuencias
obtenidas del GenBank de las poblaciones norteamericanas. Las secuencias norteamericanas, aunque se
encuentran agrupadas en un solo conjunto (a excepción de la muestra SFU72977 arroz, que se encuentra más
alejada genéticamente del resto de las muestras norteamericanas), se ubican en la parte superior del árbol entre
mezcladas con secuencias colombianas. Dentro del árbol, tampoco se evidencia ninguna agrupación evidente
entre las secuencias analizadas por departamento o por cultivo dentro de los departamentos.
Fig. 9. Árbol filogenético utilizando Neighbor-Joining y la distancia HKY basado en 111 secuencias del gen COI de las
diferentes poblaciones colombianas y norteamericanas y las plantas hospederas donde fueron colectadas (TOL =Tolima,
MET= Meta, CB = Córdoba, ANT = Antioquia, VC = Valle del Cauca; Mz = Maíz, Az = Arroz, Sg = Sorgo, Alg =
Algodón, Pto = Pasto, AY714299 a AY714304  y SFU72974 – SFU72977 = muestras norteamericanas).
Fig. 9. Continuación
La red de expansión mínima para las secuencias de los departamentos de Colombia y las secuencias de
Estados Unidos mostró resultados similares a los obtenidos a la red de expansión mínima del Tolima y al
análisis de frecuencia de los haplotipos por cultivo (Fig. 10). Sin embargo, los análisis de la red solo mostraron
a los haplotipos 1 y 4 como los más frecuentes y evidenciaron la ausencia de haplotipos que posiblemente no
fueron muestreados en el análisis (círculos pequeños de la red) debido al tamaño de la muestra de algunos de
los departamentos.
Fig. 10. Red de expansión mínima basada en 111 secuencias del gen COI en muestras de Colombia y Estados Unidos.
En el análisis de los datos de la prueba de neutralidad de Tajima-Nei (Tabla 13) se encontró que únicamente
las secuencias dentro del departamento de Antioquia no son neutrales; esto debido posiblemente a la colecta
exclusiva del cultivo de pasto que se realizó en este departamento, generando un exceso de haplotipos de este
cultivo y una completa ausencia de los demás haplotipos presentes en los restantes cultivos muestreados. A
pesar de haberse encontrado secuencias no neutrales en este departamento, se pudo determinar que en
conjunto, las secuencias de las seis poblaciones analizadas se ajustan a los supuestos de evolución por medio
de procesos de azar.
Tabla 13. Datos de la prueba de neutralidad de Tajima-Nei para las poblaciones analizadas de Colombia y Estados
Unidos.
TOLIMA META ANTIOQUIA CORDOBA VALLE DEL
CAUCA
E.U PROMEDIO
Tamaño de la muestra 40 27 8 23 4 9 18.5
D (Tajima-Nei) -0.025 0.835 -1.742 0.45 0.591 0.319 0.0714
P 0.52 0.835 0.003 0.712 0.822 0.673 0.6058
Los resultados arrojados para el AMOVA que incluyeron muestras de los departamentos de Antioquia,
Córdoba, Meta, Tolima, Valle del Cauca y Estados Unidos, demuestran que hay estructuración genética entre
estos dos países, ya que el valor de FST obtenido fue significativo (FST = 0.76812, P < 0.001) (Tabla 14). Esto
implica que no existe flujo genético entre los dos países, o que es tan limitado que no permite la
homogenización genética entre sus poblaciones.
Tabla 14. Análisis de Varianza Molecular realizado en 111 secuencias de ADN de S. frugiperda con poblaciones
colombianas y norteamericanas.
FUENTE
DE VARIACIÓN
gl SUMA DE
CUADRADOS
COMPONENTES
DE VARIANZA
PORCENTAJE
DE  VARIACIÓN
Entre departamentos 1 1672.172 98.90881 76.37
Dentro de departamentos/
entre cultivos
4 162.464 0.57834 0.45
Dentro de departamentos 105 3153.4 30.03290 23.19
Total 110 4988.090 129.52005
Índice de Fijación FST= 0.76812 p < 0.001
Respecto al número de migrantes existentes de S. frugiperda en las poblaciones investigadas, se determinó que,
a partir de la fórmula FST = 1 / (1 + 2Nm), el número de migrantes es 11.59, lo que significa que se requiere
un mínimo de 12 individuos para que las poblaciones de haplotipos de S. frugiperda se homogenicen entre las
poblaciones analizadas en este estudio.
Finalmente, en la tabla 15 y la figura 11 se muestran los valores de los análisis de FST obtenidos entre parejas
de poblaciones analizadas. El análisis se realizó teniendo en cuenta que las secuencias colombianas se
agruparon dentro de cada uno de los departamentos de donde fueron obtenidas y las secuencias de Estados
Unidos fueron agrupadas dentro de una sola población Estos valores de FST, muestran claramente que las
poblaciones de Estados Unidos son las que se encuentran más alejadas – genéticamente- de las poblaciones
colombianas. Las poblaciones de Córdoba y Antioquia muestran una distancia genética considerablemente alta
(con respecto a la encontrada entre Estado Unidos y las poblaciones colombianas); sin embargo, se debe tener
en cuenta que estas diferencias pueden estar siendo afectadas por el número de muestras utilizadas en el
departamento de Antioquia en comparación con las utilizadas dentro de los demás departamentos.
Tabla 15. Distancias genéticas pareadas basadas en FST entre las poblaciones colombinas y norteamericanas
Tolima Meta Antioquia Córdoba Valle del
Cauca
Estados
Unidos
Tolima 0
Meta 0.01061 0
Antioquia 0.05638 0.03082 0
Córdoba 0.05902 0.12342 0.17974 0
Valle del Cauca 0.04126 0.02074 0.01944 0.02011 0
Estados Unidos 0.72962 0.66114 0.68997 0.88883 0.77249 0
Fig. 11. Árbol de Neighbor-Joining de las poblaciones colombianas y norteamericanas basado en valores de FST como
medidas de distancia genética.
0.01
8. DISCUSIÓN
En el presente trabajo se utilizaron sitios polimórficos de un fragmento del extremo 5’ del gen mitocondrial
citocromo oxidasa I (COI) de S. frugiperda para identificar los haplotipos presentes dentro de los biotipos de
esta especie, a partir de colectas de larvas llevadas a cabo en los departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta,
Tolima y Valle del Cauca, siendo el departamento del Tolima analizado con mayor detalle debido a que los
biotipos de S. frugiperda y sus respectivos híbridos fueron identificados con anterioridad  en una tesis de
maestría en entomología realizada por Vélez-Arango (2009), lo cual permite realizar comparaciones de
distribución de haplotipos de cada biotipo de este insecto para este departamento. En general las
comparaciones realizadas en este trabajo, se basaron en la frecuencia con la que se encuentran los haplotipos
colombianos en cinco cultivos: maíz, sorgo, algodón, arroz y pasto.  En ésta caracterización se encontró que la
mayoría de las secuencias analizadas pertenecían al haplotipo 1, tanto para el Tolima como para los demás
departamentos de Colombia. El haplotipo 5, el cual es el segundo haplotipo más abundante, se encuentra más
frecuente en el departamento del Tolima pero también se encuentra en el departamento de Antioquia y a
diferencia del haplotipo 1, este haplotipo es casi exclusivo del cultivo de arroz, mientras que el haplotipo 1 se
encontró principalmente en los cultivos de algodón, maíz y sorgo, demostrando que éste haplotipo representa
al biotipo de maíz de S. frugiperda ya que en el trabajo realizado previamente por Vélez-Arango et al. (2008) se
demostró que el biotipo de maíz se encuentra asociado a estos tres cultivos principalmente.
Resultados similares fueron encontrados por Lewter et al. (2006),  ya que los autores observaron que existían
tres haplotipos dentro del biotipo maíz que eran los más frecuentes en los Estados Unidos (CS-h1, CS-h2 y
CS-h4) y un haplotipo menos frecuente (CS-h3). Los haplotipos CS-h2 y CS-h4 se encontraron más
comúnmente en sorgo y maíz, el haplotipo CS-h1 más frecuente en sorgo y poco en maíz y el haplotipo CS-h3
casi exclusivo en el cultivo de sorgo. Nagoshi et al. (2007a), también observaron que la frecuencia de
distribución de los haplotipos mencionados era muy diferente con respecto a las poblaciones brasileras ya que,
los haplotipos CS-h1 y CS-h2 se encontraron en algodón, sorgo y maíz,  mientras que el haplotipo CS-h4 se
encontró en muy baja frecuencia y solamente en sorgo y maíz; el haplotipo CS-h3 no se localizó en las
poblaciones de Brasil. Estos resultados demuestran que los haplotipos CS-h1, CS-h2 y CS-h4 son haplotipos
compartidos entre los Estados Unidos y Brasil, difiriendo cada uno en su patrón de distribución y frecuencia
sobre su planta hospedera.
Para el caso de Colombia, después del haplotipo 1 – como el más frecuente, se encontró el haplotipo 4 en
cultivos de arroz, el haplotipo 5 en cultivos de maíz y el haplotipo 9 en cultivos de maíz y arroz. A pesar que
estos haplotipos colombianos se encuentran en la mayoría de los cultivos analizados por Lewter et al. (2006) y
Nagoshi et al (2007 a, b) en Estados Unidos y Brasil la conformación nucleotídica de las secuencias es
diferente a la conformación de las secuencias colombianas y por ende en este trabajo no se encontró
asociación de los haplotipos CS-h1, CS-h2, CS-h3 y CS-h4 con los haplotipos más frecuentemente
encontrados para Colombia.
Según la tabla 10, el haplotipo 22 encontrado en el departamento del Meta es idéntico al haplotipo de Estados
Unidos - SFU72974 -, significando que algunas poblaciones colombianas podrían estar en contacto con las
poblaciones norteamericanas o que simplemente este haplotipo representa una secuencia ancestral del insecto
que se preserva en nuestro país. Se debe tener en cuenta que este haplotipo está compuesto por un solo
espécimen en el departamento del Meta y aunque fue colectado en el mismo cultivo de donde proviene la
muestra de Estado Unidos – cultivo de maíz, podrían encontrarse algunas relaciones diferentes si se aumenta
el tamaño de la muestra en esta localidad. Sin embargo, es importante evidenciar que la posible existencia de
similaridad genética entre las poblaciones de este insecto de América del Norte y América de sur, fue descrita
por Nagoshi et al. (2007 b), quienes encontraron composiciones genéticas de algunos haplotipos similares
cuando analizaron las poblaciones de S. frugiperda en Estados Unidos y Brasil.
La topología del árbol de Neighbor - Joining encontrada en el análisis de las muestras del Tolima, demuestra
que una gran cantidad de individuos secuenciados se agrupan por su origen mitocondrial, es decir, individuos
genotipificados por Vélez -Arango (2009) como biotipos de maíz e híbridos tipo  H++ que comparten el
origen materno del biotipo de maíz  e individuos genotipificados como biotipos de arroz e híbridos tipo H - -
que comparten el origen materno del biotipo de arroz. Adicionalmente, los haplotipos encontrados en este
departamento no mostraron una asociación a su planta hospedera en el árbol y por ello se dificulto encontrar
agrupaciones de haplotipos relacionadas con el tipo de cultivo en donde fueron muestreadas. El árbol de
Neighbor – Joining generado con las secuencias colombianas y norteamericanas no generó ninguna
agrupación por tipo de cultivo o por departamento. Es importante resaltar que, las secuencias colombianas
(teniendo en cuenta todos los departamentos) se agruparon aleatoriamente en el árbol de Neighbor Joining, a
diferencia de las secuencias de los Estados Unidos, las cuales se agruparon en solo clado, junto con algunas
secuencias de diferentes localidades colombianas (Tolima y Meta, particularmente).
Dentro de los departamentos analizados, se encontró que el Tolima es el departamento que mayor número de
haplotipos únicos tienen (nueve) y seguido por Córdoba (5), Meta (4) y Antioquia (2). El Valle del Cauca al ser
el único departamento sin haplotipos exclusivos podría representar una zona de Colombia en la que el flujo de
individuos de S. frugiperda es alto al compartir haplotipos con los demás departamentos.
Las redes de expansión mínima de los haplotipos del Tolima y de los haplotipos colombianos y
norteamericanos, reflejaron resultados similares a los obtenidos en el análisis de frecuencia de los haplotipos
por cultivo y localidad al mostrar que los haplotipos 1, 5 y 11 (para Tolima) y los haplotipos 1 y 4 (para
Colombia y Estados Unidos) son los más frecuentes. Sin embargo, cabe señalar que la red generada para
Colombia y Estados Unidos mostro haplotipos que no fueron observados dentro del análisis, debido
posiblemente al tamaño de la muestra de algunos departamentos o al déficit de cultivos analizados dentro de
ciertas localidades. A pesar de esto, los resultados corroboran de manera precisa, la importancia de tener en
cuenta haplotipos como el haplotipo 1 y 5 en los programas de monitoreo del insecto, ya que - a partir de
análisis diferentes - , se muestran como los más frecuentes dentro del grupo de haplotipos encontrados en los
cinco cultivos analizados.
Los resultados generales de este trabajo demuestran que hay migración de haplotipos de S. frugiperda en
diferentes cultivos de Colombia y entre distintos departamentos (principalmente del haplotipo). En el estudio
de estructura genética de poblaciones, el número de migrantes obtenido fue de 49.9 y 11.59 (para Tolima y
Colombia, respectivamente); lo que indica que existe un flujo relativo de migrantes entre los cultivos y entre
los departamentos analizados en este estudio que permiten una rápida homogenización de la poblaciones de
haplotipos colombianos.
Debido a la alta migración que presentan los haplotipos de S. frugiperda, no se encontró un valor significativo
para el estadístico FST en el departamento del Tolima, lo cual indica que sus poblaciones (cultivos analizados)
no se encuentran genéticamente estructuradas, implicando que los haplotipos de esta especie se mueven
libremente entre los cultivos permitiendo homogenización de sus poblaciones. Por el contrario, Vélez-Arango
(2009) encontró estructuración genética entre los biotipos de maíz y arroz de S. frugiperda para el marcador
mitocondrial (COI) y para el marcador nuclear (FR). Adicionalmente, la autora analizó en número de
migrantes entre cultivos (Nm) demostrando que los individuos del biotipo de maíz se mueven libremente
entre los cultivos de maíz, algodón y sorgo y restrictivamente en el cultivo de arroz, a diferencia de los
individuos del biotipo de arroz los cuales se mueven más libremente entre cultivos de arroz y menos
libremente en los otros cultivos (Vélez-Arango 2009). El libre movimiento de los individuos del biotipo de
maíz entre los cultivos de maíz, algodón y sorgo encontrado por Vélez-Arango (2009), fue corroborado con
los resultados obtenidos - para el departamento del Tolima - en éste trabajo, en el cual se encontró al
haplotipo 1 como el haplotipo más frecuente, el cual migra en los tres cultivos mencionados con anterioridad,
representando el biotipo de maíz identificado por Vélez-Arango (2009).
De forma contraria a lo encontrado en el Tolima, los resultados encontrados al analizar las poblaciones de los
demás departamentos colombianos con las poblaciones norteamericanas, demostraron que la migración de S.
frugiperda de América del Norte hacia América del Sur es tan limitada, que se genera una fuerte estructuración
genética entre las poblaciones colombianas y las poblaciones de estos haplotipos en Estados Unidos. Lo
anterior, permite corroborar lo planteado por Nagoshi et al. (2007 a, b), quienes sugieren la existencia de
aislamiento geográfico entre las poblaciones de este insecto, generando una especificidad geográfica más que
especificidad por la planta hospedera.
La distribución geográfica de S. frugiperda en todo el hemisferio occidental, se puede presentar como otro
ejemplo de zonas de solapamiento (coexistencia) e hibridación de dos entidades biológicas que presentan
diferenciación genética y aislamiento reproductivo (Harrison 1993). Esto se explica dado que sus biotipos
presentan asociación a diferentes plantas hospederas haciendo que su distribución sea en parches. Desde este
punto de vista, el biotipo de maíz se encuentra distribuido a manera de parches en los cultivos de algodón,
maíz y sorgo, mientras que el biotipo de arroz se encuentra en cultivos de arroz y maíz (Vélez-Arango 2009).
Este caso de solapamiento o hibridación no es único, ya que en la naturaleza existen otros insectos que
también producen este tipo de zonas de coexistencia e hibridación, tal como el caso de Allonemobius fasciatus y
Allonemobius socius (Orthoptera: Gryllidae) en los Estados Unidos (Howard 1986, Howard y Warning 1991,
Howard et al. 1993), en donde A. fasciatus es típico de zonas de suelo con humedad microtermal mientras que
A. socius ocupa lugares de suelo con humedad mesotermal, haciendo que este insecto produzca parches en las
zonas costeras en los Estados Unidos; a diferencia de S. frugiperda que se encuentra en una gran cantidad de
cultivos en el hemisferio occidental. Otro ejemplo presente en la naturaleza, es la zona de hibridación entre
Chorthippus brunneus y Chorthippus jacobsi (Orthoptera: Acrididae) en las montañas Cantábricas del norte de
España, debido a que ambas especies de saltamontes se encuentran distribuidas en parches. En esta zona, C.
brunneus es más abundante en los valles mientras que C. jacobsi es más abundante en las montañas (Saldamando
et al. 2005 a y b). Estas dos especies de saltamontes también presentan una amplia distribución en Europa,
pero a diferencia de S. frugiperda - que se encuentra en el hemisferio occidental -, C. jacobsi es casi exclusivo de
España.
Por otro lado, las barreras de aislamiento reproductivo en A. socius y A. fasciatus y de C. brunneus y C. jacobsi al
parecer son menos desarrolladas entre ellas respecto a S. frugiperda, ya que se ha encontrado una gran cantidad
de híbridos entre estas dos especies de ortópteros. En el caso de S. frugiperda, a pesar de encontrase cierta
hibridación en la naturaleza, sus barreras de aislamiento reproductivo han sido importantes en el proceso de
diferenciación genética entre sus biotipos, debido a tienen barreras precigóticas de tipo comportamental
(Pashley y Martin 1987), temporal (Pashley et al. 1992) y ecológico (Prowell et al. 2004), demostrándose que la
selección natural está en contra de la hibridación de sus dos biotipos; mientras que en el caso de A. socius y A.
fasciatus y de C. brunneus y C. jacobsi, las especies de Allonemobius solo presentan barreras postcigóticas de
fertilización y no presentan aislamiento precigótico (Howard y Warning 1991, Howard et al. 1993) y las
especies de Chorthippus no presentan aislamiento postcigótico (Saldamando et al. 2005 a) pero si presentan
aislamiento precigótico comportamental (Bailey et al. 2004) y ecológico (Bailey 2001, Saldamando 2004).
El valor encontrado para el índice de fijación - FST - en las poblaciones de haplotipos colombianos de S.
frugiperda fue de 0.76812; éste valor es superior a los valores de FST reportados en algunas investigaciones
dentro de los que se encuentran los datos obtenidos por Malausa et al. (2007) en la polilla Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Crambidae) en Francia, la cual también se caracteriza por presentar asociación a plantas
hospederas dentro de las que se encuentra la artemisia (Artemisia vulgaris), lúpulo (Humulus lupulus), ají dulce
(Capsicum frutescens) y  maíz. Los valores reportados por estos autores fueron de 0.05 entre los cultivos de maíz
y artemisia, 0.08 entre los cultivos de maíz y lúpulo y 0.05 entre los cultivos de maíz y ají dulce. En el caso de
Helicoverpa zea y Helicorverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) de Australia, China, India, Pakistan, Burkina
Faso y Uganda, el valor obtenido de FST fue de 0.003112 (Behere et al. 2007). Estos autores argumentan que
este valor tan bajo de FST, sugiere una alta movilidad de estas dos especies de insectos entre los países
analizados, lo cual también es soportado por los valores de diversidad nucleotídica que también son bajos. El
valor de FST para estas dos especies fue significativo, aunque mucho menor comparado con el valor de S.
frugiperda. El gen analizado para S. frugiperda y H. zea y H. armigera fue el gen mitocondrial COI, mientras que
para O. nubilalis los genes analizados fueron genes nucleares entre los que se encuentran Tpi, Ket, Pbp y Mpi,
que son aloenzimas. En el caso del complejo de especies de  la polilla Tegeticula yuccasella (Lepidoptera:
Prodoxidae) en Nuevo México, Colorado, Utha, Arizona y California, el valor de FST obtenido fue de 0.228
utilizando el gen COI (Leebenes-Mack et al. 1998). En este caso, los autores analizaron una zona de
hibridación entre dos especies de cultivos de yuca encontrando que además de encontrar estructura genética
basados en un gen mitocondrial, también existe – aunque más baja- estructura genética al evaluar un gen
nuclear (FST = 0.043). Debido a estos resultados, los autores concluyen que existe un considerable flujo de
genes y proponen que las barreras geográficas que interrumpen el patrón migratorio de la polilla es una
limitante muy importante que afecta los cultivos de yuca que son polinizados exclusivamente por esta especie
de lepidóptero.
Por otro lado, con relación a los valores de diversidad nucleotídica, polimorfismo nucleotídico y número de
haplotipos encontrados en S. frugiperda, tanto para el Tolima (H = 18, Hd = 0.926, π= 0.14967, Θ= 0.16196)
como para Colombia (H = 43, Hd = 0.912, π = 0.18956, Θ = 0.18891) fueron superiores a los valores
obtenidos por Malausa et al. (2007) en O. nubilalis, ya que estos fueron valores de H = 28, Hd = 0.74, π =
0.00166, θ = 0.00358 (gen Tpi); H = 23, Hd = 0.893, π = 0.00407, θ = 0.00650 (gen Ket); H = 38, Hd = 0.940,
π = 0.02101, θ = 0.02164 (Pbp);  H = 17, Hd = 0.902, π = 0.04935, θ = 0.003151 (Mpi). Esto demuestra que la
tasa de mutación en los genes mitocondriales es superior a la tasa de mutación de los genes nucleares, ya que -
en general - los valores de S. frugiperda fueron más altos comparados con los valores obtenidos para O. nubilalis.
Finalmente, el tamaño efectivo (Ne) de la población de S. frugiperda, se determino que varía entre Ne =
1.600.000 a 1.900.000 individuos, teniendo en cuenta los valores de θ = 0.1619 y θ = 0.18891,
respectivamente. Estos valores fueron muy altos comparados con los valores obtenidos para O. nubilalis los
cuales fueron entre Ne = 150.000 a 200.000 individuos. Esto quizá se deba a los métodos utilizados para la
obtención de este estimador, ya que en este trabajo se reemplazo el valor de θ a partir de la fórmula θ = 2Neμ
mientras que en el caso de O. nubilalis se utilizó un método de máxima verosimilitud para su estimación,
incorporado en el programa IM (Isolation Model) (Hey y Nielsen 2004).
9. CONCLUSIONES
1. Se identificaron 18 haplotipos de S. frugiperda en el departamento del Tolima y 43 haplotipos en los
departamentos de Antioquia, Córdoba, Meta, Tolima y Valle del Cauca indicando que la diversidad
haplotípica de S. frugiperda aumenta a medida que se amplía su rango de distribución geográfica en el país.
2. El árbol de Neighbor - Joning para el departamento del Tolima refleja que la asociación de los haplotipos
de S. frugiperda se produce por el origen materno mitocondrial de los dos biotipos de esta especie, màs que
por la asociación a sus hospederos
3. El haplotipo 1 encontrado en los departamentos tenidos en cuenta para este trabajo, se encontró
principalmente en los cultivos de algodón, maíz y sorgo, los cuales son los cultivos en donde se
encuentran con mayor frecuencia individuos del biotipo de maíz de esta especie. Esto significa que, muy
posiblemente, este biotipo presenta mayor capacidad de dispersión en comparación con el biotipo de
arroz.
4. El árbol de Neighbor - Joning con las muestras del Tolima no mostró agrupaciones que relacionaran
especificad por planta hospedera. Para las muestras colombianas con las norteamericanas, la topología
encontrada evidenció una tendencia de distribución de los haplotipos de S. frugiperda que responde a cierta
especificidad geográfica existente entre las poblaciones de Colombia y Estados Unidos, ya que se
encontró que las secuencias de los haplotipos norteamericanos se unieron  en un solo grupo genético,
rodeadas por secuencias de poblaciones colombianas, las cuales no presentan especificidad geográfica o
por planta hospedera y obedece a agrupaciones por similitud genética.
5. Se determino que los haplotipos de S. frugiperda no producen poblaciones genéticamente estructuradas
para los cultivos analizados dentro del departamento del Tolima. Sin embargo, se encontró estructuración
genética al realizar comparaciones entre los departamentos colombianos con las poblaciones
norteamericanas, demostrando que no existe un flujo genético considerable que permita que las
poblaciones de este insecto se homogenicen a lo largo de su rango de distribución.
6. La realización de este tipo de estudios es importante debido a que en Estados Unidos se ha encontrado
que el biotipo de maíz tiene una mayor capacidad de dispersión, comparada con la capacidad del biotipo
de arroz; lo cual se corrobora en este estudio. Esto significa que la secuenciación de S. frugiperda es
requerida en nuestro país para implementarla como herramienta en los programas de monitoreo de este
insecto.
7. El alto número efectivo (Ne) encontrado para S. frugiperda en este estudio demuestra que se deben realizar
buenas estrategias de control de este insecto en la naturaleza, ya que representa casi ocho veces el tamaño
efectivo de especies como O. nubilalis. Este alto número también podría reflejar una adaptación eficaz de
la especie en los cultivos muestreados implicando el uso de diferentes estrategias de manejo del insecto
enfocadas hacia el control de sus biotipos, los cuales han mostrado tener diferente comportamiento de
resistencia a insecticidas y a diferentes cepas de B. thuringensis.
10. RECOMENDACIONES Y FUTURAS DIRECCIONES
1. Es recomendable secuenciar el gen COI a partir de larvas de S. frugiperda colectadas en los mismos
departamentos analizados en este estudio teniendo en cuenta diferentes periodos del año para determinar
si los haplotipos cambian su frecuencia en los cultivos muestreados, tal como ocurre con las poblaciones
del haplotipo CS-h3 de Estados Unidos en cultivos de sorgo, las cuales fluctúan durante el mismo año.
2. Es recomendable analizar las secuencias de un gen nuclear en S. frugiperda para identificar los híbridos
entre estos dos biotipos y determinar el papel que juega la introgresión de genes de un biotipo a otro.
3. Es importante tener en cuenta el uso de técnicas moleculares que garanticen la correcta amplificación del
gen de importancia, tal como la clonación; ya que esta permite tener mayor fidelidad en los resultados de
las muestras secuenciadas.
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